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TDF Testis-determining Factor (facteur de détermination testiculaire) 
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TGF-β Transforming growth factor-β 
tKO triple knock-out (triple invalidation) 
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WAGR 
 
Wilms tumour, Aniridia, Genitourinary anomalies or Gonadoblastoma, 
Retardation 
WNT Wingless-Related MMTV Integration Site 
WT1 Wilm's Tumor 1 
YWHAZ 
 
Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 
protein, zeta polypeptide 
ZNRF3  Zinc and ring finger 3 
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Table 1 : Les anomalies du développement du sexe chromosomiques (adapté de Hughes et 
al., 2008 – Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. et utilisation de la base de données Orphanet).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les anomalies du développement du sexe (DSD) chromosomiques sont dues à une altération du nombre 
de chromosomes sexuels. On retrouve dans cette catégorie les syndromes de Turner et de Klinefelter. 
Les dysgénésies gonadiques mixtes sont dues à un mosaïcisme du chromosome Y. Les phénotypes sont 
variables, allant d’une masculinisation partielle avec ambiguïtés génitales, à un morphotype 
complètement masculin ou complètement féminin à la naissance. Dans la dysgénésie gonadique mixte, 
on retrouve fréquemment le développement asymétrique des testicules ; asymétrie qui est retrouvée 
dans le développement des organes génitaux internes et qui est responsable de la grande variabilité des 
phénotypes. Les DSD ovotesticulaires résultent aussi d’un mosaïcisme. Le degré de masculinisation 
dépend du ratio du nombre de cellules XY par rapport au nombre de cellules XX, qui influence la 
proportion de tissu testiculaire au sein des gonades. 
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Préambule 
 
 Chez les mammifères, le sexe d’un individu se définit à 3 niveaux, qui correspondent aux 
trois étapes chronologiques de la différenciation sexuelle. 
  
 - le sexe génétique ou chromosomique (XX ou XY) est établi au moment de la 
fécondation. Il dépend du chromosome sexuel X ou Y apporté par le spermatozoïde. S’il s’agit d’un 
chromosome X, un embryon femelle se développe ; s’il s’agit d’un chromosome Y, un embryon mâle 
se développe ; 
 
 - le sexe génétique impose ensuite le sexe gonadique qui se met en place pendant la vie 
fœtale. Chez la plupart des mammifères, il dépend de la présence ou de l’absence du facteur de 
détermination testiculaire (TDF, « Testis Determining Factor ») porté par le chromosome Y. Ce TDF 
va activer une cascade de gènes de la voie mâle et la différenciation testiculaire. Chez les individus 
XX, l’absence du TDF et l’activation de gènes de la voie femelle induisent la différenciation 
ovarienne ; 
 
 - une fois formées, les gonades mâles et femelles produisent des hormones qui vont 
contrôler la mise en place du dimorphisme sexuel et l’établissement du sexe phénotypique. Celui-
ci s’établit en deux temps. Pendant la vie fœtale, les caractères sexuels primaires (organes génitaux 
internes (OGI) et externes (OGE)) se différencient sous l’influence du sexe gonadique et 
notamment, en fonction de la présence de deux hormones testiculaires. A la puberté ensuite, les 
hormones sexuelles mâles et femelles sont à l’origine de la différenciation des caractères sexuels 
secondaires. Ces derniers participent comme les caractères sexuels primaires à la mise en place du 
dimorphisme sexuel, mais ils n’interviennent pas directement dans la fonction de reproduction 
(comportement, pilosité, qualité du tissu musculaire, localisation du tissu adipeux...etc.). 
 
 Des altérations dans le déroulement de ces étapes peuvent conduire à des anomalies du 
développement du sexe (DSD, « Disorders of Sex Development ») responsables de problèmes de 
fertilité. De façon notable, plusieurs études ont montré que la prévalence des DSD augmentait ces 
dernières décennies. Aujourd’hui, elles concernent 1 naissance sur 4 500 et un diagnostic sur 
l’origine moléculaire de l’anomalie n’est possible que dans 20% des cas (Ohnesorg et al., 2014). Les 
DSD sont des pathologies rares et congénitales, dans lesquelles les organes génitaux externes ont 
un développement atypique et/ou discordant par rapport au sexe gonadique ou génétique (Hughes 
et al., 2006). Il existe une classification de ces anomalies ; les DSD chromosomiques (Table 1), les 
DSD 46, XY (Table 2) et les DSD 46, XX (Table 3) : les phénotypes sont variables, allant de 
Table 2 : Les DSD 46, XY (adapté de Hughes et al., 2008 – Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. et 
utilisation de la base de données Orphanet).  
 
(1, 2) Les cas de dysgénésies gonadiques complètes ou partielles sont dues à des mutations dans les 
gènes de la détermination testiculaire ou des gènes impliqués dans la formation des gonades des deux 
sexes. Dans les dysgénésies gonadiques complètes, les individus présentent une inversion du sexe 
complète de type femmes 46, XY sans ambiguïté ; les organes génitaux internes (OGI) et externes (OGE) 
sont parfaitement féminisés et les gonades sont présentes sous la forme de bandelettes fibreuses (NB: 
sauf pour CBX2). Dans les dysgénésies gonadiques partielles, l’inversion du sexe est partielle, les femmes 
46, XY présentent des ambiguïtés au niveau des organes génitaux internes et externes en relation avec le 
développement de testicules uni ou bilatéraux. (3) La régression testiculaire survient entre la 8ème et 
14ème semaine de grossesse. Le phénotype des organes génitaux internes et externes dépend de la 
période à laquelle intervient la régression. (4) Dans les DSD ovotesticulaires, les tissus ovariens et 
testiculaires coexistent chez un même individu. On parle d’hermaphrodisme vrai. Le morphotype des 
organes génitaux dépend de la proportion de tissu testiculaire, et peut-être mixte au niveau des organes 
génitaux internes. (5, 6) Des défauts de production ou d’action des androgènes sont responsables de cas 
de sous-virilisation des organes génitaux d’enfants XY. (7) Un défaut d’activité de l’AMH ou de son 
récepteur induit la persistance des canaux de Müller, et la coexistence des tractus mâles et femelles chez 
un homme sans ambiguïté des organes génitaux externes. (8) Des anomalies du développement de 
l’appareil génital masculin sont retrouvées associées dans divers syndromes. (9) La cryptorchidie 
correspond à l’absence de descente des testicules dans le scrotum. L’hypospadias est l’ouverture 
ectopique de l’urètre sur la face inférieure du pénis au lieu qu’à son extrémité. 
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malformations modérées des organes génitaux externes (hypospadias...) à des inversions sexuelles 
complètes.  
 
 A la fin des années 1940, il a été établi par Alfred Jost que la différenciation des caractères 
sexuels primaires dépendait essentiellement de la présence ou de l’absence de testicules. Le 
testicule sécrète des hormones responsables de la masculinisation des individus. Des expériences 
de castrations in utero de fœtus de lapins réalisées par A. Jost ont mis en évidence qu’en l’absence 
de ces hormones une féminisation des organes génitaux internes et externes est observée (Jost, 
1947). Ainsi, A. Jost était arrivé à la conclusion que le sexe féminin est un sexe « constitutif » qui se 
développe par défaut, alors que la virilisation des individus est un processus actif qui nécessite la 
présence de testicules. Plus tard dans les années 1990, la découverte du TDF a renforcé ce dogme. 
Le gène SRY, porté par le chromosome Y, est nécessaire et suffisant pour induire la différenciation 
des gonades embryonnaires en testicules (Sinclair et al., 1990 ; Koopman et al., 1991). L’événement 
crucial et déterminant de la différenciation sexuelle est donc la présence ou l’absence du TDF 
(SRY), et a posteriori, de testicules. Néanmoins, si 90% des inversions sexuelles de type hommes 
46, XX sont dues à des translocations de SRY, il existe 10% des cas où SRY est absent (McElreavey 
et al., 1993). Chez ces 10% d’hommes XX, l’inversion sexuelle peut alors être due à la surexpression 
d’un autre gène de la voie mâle ou bien à la perte de fonction d’un gène de la voie femelle. La 
recherche de gènes impliqués dans les pathologies d’hommes 46, XX a permis de mettre en 
évidence des gènes importants pour la différenciation ovarienne, comme RSPO1 et WNT4, 
ébranlant les croyances sur le caractère « passif » de cette voie de différenciation (Parma et al., 
2006 ; Mandel et al., 2008). En effet, des mutations « perte de fonction » de ces gènes dans les 
gonades XX induisent le développement de testicules à la place d’ovaires. Il existe donc au sein des 
gonades XX des gènes qui participent activement au bon déroulement du développement ovarien.  
 Des inversions sexuelles de type mâles XX existent également à l’état naturel chez des 
espèces d’animaux domestiques, comme le porc (Rousseau et al, 2013), le cheval (Villagómez et al., 
2011), le chien (Rossi et al., 2014) et la chèvre (Pannetier et al., 2012– Article annexé 1). Dans 
l’espèce caprine, la mutation « Polled Intersex Syndrome » (PIS) induit le silence transcriptionnel 
de FOXL2 et de trois ARN non-codants longs dans les gonades XX homozygotes mutantes (XX PIS-/-
), induisant une différenciation testiculaire et ainsi une inversion sexuelle mâles XX (Pailhoux et al., 
2001). En réalisant l’invalidation uniquement du gène FOXL2 chez la chèvre (KO FOXL2), le 
laboratoire a démontré que ce gène est déterminant pour la différenciation du sexe femelle 
(répression de la différenciation testiculaire et activation de la différenciation ovarienne), et que 
les mutants PIS sont des mutants naturels de FOXL2 (Boulanger et al., 2014 – Article annexé 2). 
Au cours de ma thèse, nous nous sommes servis des mutants PIS pour rechercher les voies qui sont 
normalement régulées par FOXL2 dans un ovaire au début de sa différenciation (comparaison des 
Table 3 : Les DSD 46, XX (adapté de Hughes et al., 2008 – Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. et 
utilisation de la base de données Orphanet).  
(1) Dans les DSD testiculaires, les individus présentent une inversion sexuelle de type hommes 46, XX, 
avec développement de testicules et masculinisation des organes génitaux. Certains individus 
présentent des hypospadias. Dans plus de 90 % des cas, l’inversion sexuelle est due à la surexpression 
de gènes impliqués dans la voie testiculaire. Des mutations de RSPO1 et WNT4 sont également 
impliquées dans les pathologies d’hommes 46, XX. (2) Les DSD ovotesticulaires correspondent à la 
coexistence de tissus ovariens et testiculaires chez un même individu. (3) La dysgénésie gonadique est 
définie comme une anomalie ovarienne primitive, qui entraine chez des femmes 46, XX sans ambiguïté, 
une insuffisance ovarienne prématurée (IOP) due à un développement anormal des ovaires ou à une 
résistance aux gonadotropes. Les patientes sont des filles sans ambiguïté à la naissance. L'IOP se 
manifeste par une absence ou un retard de puberté entraînant une aménorrhée primaire, parfois 
secondaire. (4-6) La masculinisation des individus XX peut également être due à un excès d’androgènes 
rencontrés pendant la vie fœtale. (4) Dans la majorité des cas, il s’agit d’une hyperplasie congénitale 
surrénalienne, due à un déficit hormonal (défaut de synthèse de cortisol). Les organes génitaux externes 
(OGE) externes sont masculinisés. (5) Un déficit en aromatase bloque la conversion des androgènes en 
œstrogènes, et en conséquence, induit la masculinisation des organes génitaux externes en fin de 
grossesse. L’absence d’œstrogène chez la fille induit une aménorrhée primaire sans puberté. (6) L’excès 
d’androgènes peut aussi provenir de la mère. (7) Certaines DSD ont une origine syndromique comme 
dans le syndrome de Rokitanski. 
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transcriptomes d’ovaires XX PIS+/+ et de gonades XX PIS-/- n’exprimant pas FOXL2). Cette étude a 
par ailleurs permis de mettre en évidence des gènes préférentiellement exprimés dans l’ovaire 
caprin très tôt au cours de son développement . Afin de caractériser le rôle de l’un d’entre eux dans 
l’ovaire (DMXL2), nous nous sommes servis du modèle murin pour une étude fonctionnelle. 
 
 Mon manuscrit est organisé en 3 grandes parties. Dans l’introduction bibliographique, 
j’aborderai la formation des gonades embryonnaires, le déterminisme du sexe et la différenciation 
testiculaire, puis la différenciation et le développement ovarien. Je reviendrai sur le modèle 
d’inversion sexuelle caprin qui constitue la base de nos travaux, et les données existantes sur 
FOXL2 au moment où mon étude a commencé. Dans la deuxième partie, je présenterai les résultats 
obtenus au cours de ma thèse, d’une part sur le rôle de FOXL2 dans la différenciation gonadique 
chez la chèvre, et d’autre part sur celui de Dmxl2 chez la souris. Dans la discussion générale enfin, 
je reviendrai sur la contribution de mes résultats dans la compréhension des mécanismes qui 
régissent la morphogenèse ovarienne, et notamment, à l’apport de notre modèle, dit « non-
conventionnel », par rapport au modèle murin pour la différenciation gonadique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
INTRODUCTION 
 
  
A 
mésoderme latéral 
mésoderme para-axial 
tube neural 
notochorde 
mésoderme intermédiaire 
B 
pronéphros en regression 
mésonéphros 
métanéphros 
canal de Wolff 
crête génitale 
Figure 1 : Origine embryonnaire des gonades. (A) Coupe transversale d’un embryon 
tridermique. Le mésoderme intermédiaire est à l’origine du cordon néphrogène. (B) Le cordon 
néphrogène se subdivise en trois régions qui se succèdent au cours du temps : pronéphros, 
mésonéphros, et métanéphros qui persistera pour donner le rein définitif. Le canal de Wolff dérive du 
mésoderme intermédiaire. Dans sa partie caudale, il émet le bourgeon urétéral à l’origine du 
développement du métanéphros. Les crêtes génitales se forment sur la face ventro-médiane du 
mésonéphros. 
tubules mésonéphrotiques 
bourgeon urétéral 
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CHAPITRE 1 
Les crêtes génitales, gonades indifférenciées et bipotentielles 
 
 Les gonades représentent un tissu unique en terme de développement, car bien qu’il 
s’agisse d’organes distincts, ovaires et testicules ont une origine embryonnaire commune. En effet, 
les gonades embryonnaires également appelées crêtes génitales, sont au départ indifférenciées et 
dites bipotentielles. C’est en fonction de leur sexe génétique que les crêtes génitales vont adopter 
un destin testiculaire ou ovarien.  
 
I. Le système uro-génital 
 
Au cours de l’embryogenèse, les crêtes génitales se développent à partir du système uro-
génital, qui dérive lui-même du mésoderme intermédiaire (Figure 1A). Le mésoderme 
intermédiaire est situé entre le mésoderme para-axial et latéral. Il s’étend depuis la région 
cervicale et thoracique de l’embryon où il forme des amas cellulaires segmentés, les néphrotomes, 
jusque sa région caudale, où il forme une masse non segmentée, le cordon néphrogène. Le cordon 
néphrogène, encore appelé crête uro-génitale, est le système uro-génital primitif à l’origine du 
système urinaire (reins, vessie et canaux excréteurs), des gonades et du tractus génital. 
 
A. La mise en place du système uro-génital  
 
 Les différents reins se développent selon l’axe crânio-caudal et se succèdent dans le temps : 
les deux premiers sont des structures transitoires, pronéphros et mesonéphros, tandis que le 
troisième donnera le rein définitif, le métanéphros (Figure 1B). 
 
 - le pronéphros se différencie à partir des néphrotomes dans la partie cervicale de 
l’embryon, à partir de 22 jpc (jours post-coitum) chez l’Homme, 8 jpc chez la souris. Il correspond à 
la structure qui se développe en premier et qui est la plus transitoire. Il est creusé de tubules 
pronéphrotiques dont les extrémités latérales se rejoignent pour former le canal pronéphrotique. 
Il n’a pas de fonction sécrétoire chez les mammifères, et aura régressé en fin de 4e semaine (sem) 
de gestation chez l’Homme (Staack et al., 2003, Sajjad 2010), excepté dans sa partie caudale, où le 
canal pronéphrotique est à l’origine du canal de Wolff.  
 
 - le mésonéphros succède au pronéphros. Il est formé par la partie dorso-lombaire du 
cordon néphrogène. Il se met en place à partir de 24 jpc chez l’Homme et 9.5 jpc chez la souris. 
C’est un rein transitoirement fonctionnel chez certains mammifères comme l’Homme et le porc, 
mais qui ne l’est pas chez la souris (Sajjad 2010 ; Berton 1965 ; Smith et Mackay, 1991). Les tubules 
Gonades 
Canaux de Müller  
(para-mésonéphrotiques) Canaux de Wolff 
(mésonéphrotiques) 
Gonades bipotentielles 
Testicules Ovaires 
+ Hormones 
testiculaires 
Ø 
Epididymes 
Canaux déférents 
Vésicules 
séminales 
Oviductes 
Utérus 
Vagin 
Gonades mâles Gonades femelles 
Figure 2 : La différenciation sexuelle du tractus génital chez la souris (adapté de 
Kobayashi et Behringer 2003 – Nature Review Genetics). Le tractus génital apparait d’abord 
indifférencié et composé de deux types de canaux qui dérivent du mésonéphros : les canaux de Wolff 
(mésonéphrotiques), à l’origine du tractus génital mâle, et les canaux de Müller (para-
mésonéphrotiques), à l’origine du tractus génital femelle. La différenciation sexuelle du tractus 
génital a lieu après celle des gonades, et dépend de la présence ou de l’absence d’hormones 
testiculaires : la testostérone et l’AMH.  
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mésonéphrotiques, unités excrétrices du rein transitoire, se forment par induction des canaux 
mésonéphrotiques (ou canaux de Wolff) et sont responsables d’une production d’urine entre la 
6ème et la 10ème sem chez l’Homme. C’est à partir du mésonéphros que vont se former les crêtes 
génitales, futures gonades. 
 
- le métanéphros est à l’origine du rein définitif. Il apparait à partir de 5 sem chez l’Homme, 
vers 11 jpc chez la souris. Il dérive d’interactions entre la partie caudale du cordon néphrogène (le 
blastème métanéphrogène), et la partie caudale du canal de Wolff (le bourgeon urétéral) (Saxén et 
Sariola, 1987). 
 
B. La formation et la différenciation du tractus génital 
 
 Au stade indifférencié, l’embryon est constitué de deux types de canaux à l’origine du 
tractus génital mâle (les canaux de Wolff) et femelle (les canaux de Müller) (Figure 2). 
 
 Les canaux de Wolff (pro- et mésonéphrotiques) se différencient en début de 4ème sem de 
gestation chez l’Homme, et vers 9 jpc chez la souris (pour revue, voir Jacob et al., 2012). Ils dérivent 
du mésoderme intermédiaire et apparaissent comme deux renflements mésenchymateux. Ils se 
canalisent en même temps qu’ils se développent, et fusionnent avec le cloaque dans la partie 
caudale de l’embryon.  
 
 Plus tard, à partir de la 6ème sem chez l’Homme, et vers 11.5 jpc chez la souris (Orvis et 
Behringer, 2007), les canaux de Müller (ou para-mésonéphrotiques) se forment au pôle supérieur 
du mésonéphros par induction des canaux de Wolff, et invagination en doigt de gant de 
l’épithélium cœlomique. Ils se développent en direction de l’extrémité caudale, d’abord 
extérieurement aux canaux de Wolff, puis ils les croisent et fusionnent - ou non selon les espèces 
de mammifères - dans la partie médiane de l’embryon avant de fusionner avec le cloaque (pour 
revue, voir Kobayashi et Behringer, 2003). Ainsi chez la femme, la fusion des canaux de Müller est 
complète induisant le développement d’un utérus simple. Chez la souris, les canaux de Müller ne 
fusionnent pas ; ils restent distincts sur toute leur longueur avant de fusionner avec le cloaque ce 
qui induit le développement de cornes utérines distinctes (Figure 2). 
 
 La différenciation sexuelle du tractus génital dépend ensuite de la présence ou de l’absence 
de testicules (Jost, 1947). A partir de la 8ème sem de gestation chez l’Homme et 12.5 jpc chez la 
souris, le testicule produit deux hormones à l’origine de la masculinisation du tractus génital 
(Figure 2) : 
 
 - la testostérone permet le maintien des canaux de Wolff à l’origine du tractus génital mâle. 
Les canaux de Wolff se différencient alors en canaux efférents, épididymes, canaux déférents et 
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vésicules séminales. Chez les femelles, ils régressent à l’exception de vestiges embryonnaires, 
comme l’époophore (persistance de la partie supérieure du canal de Wolff), ou les corps de Gartner 
(kystes allongés dans la paroi du vagin, reliquats de la partie inférieure du canal de Wolff). 
 
 - l’hormone anti-Müllerienne induit la régression des canaux de Müller chez les mâles 
(Behringer et al., 1994). Chez les femelles, les canaux de Müller persistent et sont à l’origine du 
tractus génital femelle. Ils se différencient en trompes de Fallope ou oviductes, utérus et donneront 
le tiers supérieur du vagin. 
 
II. L’origine des cellules constituant les crêtes génitales  
 
 Chez les individus des deux sexes, la différenciation gonadique débute par la formation des 
crêtes génitales. Celles-ci se différencient au niveau de la partie ventrale et médiane du 
mésonéphros, où elles apparaissent comme un épaississement de l’épithélium cœlomique. La 
formation des crêtes génitales débute vers 10 jpc chez la souris, et au cours de la 4e sem chez 
l’Homme. Deux événements sont à l’origine de la formation des crêtes génitales : (i) la prolifération 
de l’épithélium cœlomique et l’invasion de ses cellules dans le mésenchyme sous-jacent, et (ii) la 
colonisation des crêtes génitales par les cellules germinales primordiales. 
 
 - l’épithélium cœlomique, à la base constitué d’une seule couche cellulaire, prolifère selon 
l’axe antéro-postérieur chez la souris pour donner un épithélium pluristratifié. La membrane 
basale de l’épithélium cœlomique se fragmente et des cellules épithéliales envahissent le 
mésenchyme sous-jacent, ce qui contribue à la croissance des crêtes génitales. Avant 11.5 jpc chez 
la souris, les cellules épithéliales qui envahissent la gonade sont à l’origine de plusieurs types 
cellulaires somatiques, et notamment des cellules de soutien des gonades mâles et femelles (Karl et 
Capel, 1998 ; Albrecht et Eicher, 2001).  
  
 - les cellules germinales primordiales migrent depuis les territoires extra-embryonnaires 
pour coloniser les crêtes génitales (Chap1_IV). 
 
 A la fin du processus, les crêtes génitales sont composées de trois principaux types 
cellulaires ; deux lignées de cellules somatiques et la lignée des cellules germinales. Chaque lignée 
possède une double potentialité, et ce sont les gènes impliqués dans le déterminisme du sexe qui 
vont orienter la différenciation des différents types cellulaires vers la voie mâle ou femelle. On 
distingue la lignée (i) des cellules de soutien, à l’origine des cellules de Sertoli dans le testicule, et 
des cellules de la granulosa dans l’ovaire ; (ii) des cellules stéroïdogènes, ce sont principalement les 
cellules de Leydig dans le testicule, et les cellules de la thèque dans l’ovaire ; et (iii) des cellules 
germinales dont le destin dépend en partie de l’environnement somatique dans lequel elles se 
trouvent. 
Table 4: Les gènes impliqués dans la formation des crêtes génitales. Pour chaque gène est indiqué 
le phénotype obtenu au niveau des gonades après mutation ou perte de fonction chez la souris ou dans l’espèce 
humaine. ND : non déterminé. 
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III. Le contrôle génétique de la formation des crêtes génitales 
 
 L’existence de mutations entrainant des anomalies du développement du système uro-
génital, associées notamment à des agénésies gonadiques chez l’Homme, ainsi que des expériences 
fonctionnelles réalisées chez la souris, ont permis de mettre en évidence des gènes impliqués dans 
la formation ou la croissance des crêtes génitales. 
 
 A. Les gènes impliqués dans la formation des crêtes génitales 
 
 L’invalidation des gènes Gata4, Sf1, Wt1, Lhx9, et Emx2 chez la souris entraine l’arrêt du 
développement des gonades avant leur différenciation sexuelle (Table 4), et démontre leur 
implication dans la genèse des gonades des deux sexes : les gonades embryonnaires dégénèrent, 
induisant la féminisation des organes génitaux internes et externes quel que soit le sexe génétique 
des animaux.  
 
 A1. Gata4 
 
 Le gène Gata4 (GATA-binding protein 4) code pour un facteur de transcription qui possède 
deux domaines de liaison à l’ADN en doigt de zinc (« zinc finger »). Le premier localisé en N-term, 
est impliqué dans la stabilisation des interactions de GATA4 avec l’ADN, et est capable d’interagir 
avec des co-facteurs comme SF1 (Steroidogenic factor 1) ou FOG2 (Friend of GATA member 2) ; le 
second en C-term, est directement impliqué dans la liaison à l’ADN (Tremblay et Viger, 1999 ; 
Tevosian et al., 2002).  
 
 Chez la souris, la protéine GATA4 est détectée à 10 jpc dans la partie antérieure de 
l’épithélium cœlomique, puis son expression s’étend à la partie postérieure à 10.2 jpc (Hu et al, 
2013). L’invalidation de Gata4 est létale avant la formation des crêtes génitales, néanmoins son 
invalidation inductible à 8.75 jpc permet la survie des embryons homozygotes mutants jusqu’à 
11.5 jpc (Hu et al., 2013). Chez ces embryons invalidés, l’épithélium cœlomique demeure 
unistratifié et la membrane basale continue, impliquant Gata4 dans la prolifération de l’épithélium 
cœlomique et la fragmentation de sa lame basale, deux processus indispensables à la formation des 
gonades embryonnaires (Karl et Capel, 1998). Par ailleurs, l’expression de Sf1 et Lhx9, deux gènes 
également impliqués dans la formation des crêtes génitales (voir paragraphes suivants), est 
diminuée chez les embryons Gata4-/-., plaçant Gata4 au sommet de la cascade génique impliquée 
dans la formation des gonades embryonnaires. 
  
 Chez l’Homme, les mutations décrites comme affectant GATA4 sont associées à des 
pathologies cardiaques congénitales, sans que les patients ne présentent d’agénésie gonadique. Il a 
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été rapporté un cas de mutation faux-sens affectant le premier domaine « zinc finger » (N-term) 
chez deux frères et un de leur cousin 46, XY qui présentaient des ambiguïtés génitales à la 
naissance (Lourenço et al., 2011). Les examens réalisés au cours de leur croissance ont montré la 
présence de testicules normalement formés chez les deux frères (malgré le développement de 
calcifications avant la puberté), et de testicules dysgénésiques chez le cousin. Les auteurs montrent 
que l’interaction de GATA4 avec FOG2, qui est impliquée dans la différenciation testiculaire 
(Tevosian et al., 2002 ; Manuylov et al., 2011) est altérée chez ces patients, mais pas celle de GATA4 
avec SF1 qui est impliquée dans la formation des crêtes génitales (Tremblay et Viger, 1999 ; 
Lourenço et al., 2011). Le maintien de l’intégrité des interactions de GATA4 avec SF1 pourrait donc 
expliquer l’absence d’agénésie gonadique dans ce cas. 
 
 A2. Sf1 
 
 Steroidogenic factor 1 (aussi appelé Ad4BP (Adrenal 4-binding protein), Nr5a1 (nuclear 
receptor subfamily 5, group A, member 1), Ftz-F1 (Fushi tarazu factor, Drosophila homolog 1) est un 
membre de la famille des récepteurs nucléaires orphelins, et code pour un facteur de transcription 
impliqué dans la régulation de plusieurs enzymes de la stéroïdogenèse (Morohashi et al., 1992 ; 
Honda et al., 1993).  
 
 Chez la souris au cours du développement embryonnaire, Sf1 est exprimé dans 
l’hypothalamus et les cellules gonadotropes hypophysaires, les précurseurs des cellules corticales 
des glandes surrénales et l’épithélium cœlomique (Ikeda et al., 1994). Jusqu’à 12.5 jpc, il est 
exprimé indifféremment dans les gonades des deux sexes. Après la différenciation sexuelle des 
gonades, SF1 reste exprimé en faveur des précurseurs somatiques de soutien et stéroïdogènes du 
testicule (Sertoli et Leydig), où il joue un rôle dans la détermination testiculaire. Il disparait de 
l’ovaire où il réapparaitra à partir de 18.5 jpc (Ikeda et al., 1994). Dans l’ovaire humain, la protéine 
SF1 est détectée de façon sporadique dans les cellules de la granulosa et les cellules de la thèque à 
partir du stade follicule secondaire (Takayama et al., 1995). Elle est fortement détectée dans les 
cellules de la granulosa et de la thèque interne du follicule dominant. En revanche, dans les autres 
follicules de la cohorte (non-dominants), son expression n’est détectée que dans les cellules de la 
thèque interne (Takayama et al., 1995).  
 L’invalidation de Sf1 chez la souris induit une létalité périnatale due à une insuffisance 
surrénalienne (Luo et al., 1994 ; Shinoda et al., 1995). Les souris Sf1-/- présentent des anomalies du 
développement hypothalamo-hypophysaire (Shinoda et al., 1995), une dysgénésie totale des 
glandes surrénales et des gonades chez les deux sexes : les cellules gonadiques meurent par 
apoptose et les gonades ont dégénéré à 12.5 jpc. Les organes génitaux internes et externes sont 
féminisés (Luo et al., 1994).  
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 Chez l’Homme, il existe différents types de mutations au niveau du gène SF1. Ces mutations 
sont souvent associées à une insuffisance surrénalienne et engendrent un large éventail de 
phénotypes gonadiques (Table 4, pour revue voir Bashamboo et McElreavey, 2013). Ainsi, si 
certaines mutations induisent des inversions sexuelles complètes avec dégénérescence des 
gonades en bandelettes fibreuses (femmes XY), (Achermann et al., 1999 ; Correa et al., 2004 ; Luo 
et al., 1994), d’autres mutations sont impliquées dans des DSD plus modérés chez des hommes XY 
présentant des anomalies génitales. Des mutations de SF1 sont également retrouvées chez des 
femmes XX présentant une pathologie d’insuffisance ovarienne prématurée (Lourenço et al., 2009).  
 
 A3. Wt1 
 
Le gène Wt1 (Wilm’s tumor suppressor 1) code pour un facteur de transcription à domaines 
de liaison à l’ADN en doigt de zinc. WT1 possède 10 exons, plusieurs sites d’épissages alternatifs et 
initiateurs de traduction, ainsi que différents mécanismes de maturation des ARN messagers, qui 
peuvent induire l’expression de 24 isoformes différentes. Notamment, deux sites donneurs 
d’épissage localisés en fin d’intron 9, induisent la présence ou l’absence de trois acides aminés, 
lysine-thréonine-sérine (KTS), entre les domaines « zinc finger » 3 et 4, et conduisent à l’expression 
des isoformes appelées +KTS ou –KTS (Hastie et al., 2001). La présence ou l’absence de ces trois 
acides aminés a des conséquences sur les propriétés de ces deux isoformes ; par exemple, 
l’insertion de la séquence KTS modifie la fluidité de la protéine, de sorte que le quatrième domaine 
de liaison « zing finger » perd ses capacités d’interaction à l’ADN (Laity et al., 2000). Il a été montré 
que les deux isoformes ont différentes localisations et différentes fonctions dans le noyau ; 
l’isoforme –KTS se comporte comme un facteur de transcription classique et plus actif que 
l’isoforme +KTS. Cette dernière co-localise avec des facteurs d’épissage et semble impliqué dans les 
processus de maturation des ARN messagers (Larsson et al, 1995 ; Ladomery et al., 1999). 
 
 Chez la souris, Wt1 est exprimé dans les cellules de l’épithélium cœlomique, puis dans les 
cellules de soutien mâles et femelles en différenciation. L’invalidation totale de Wt1 (Kreidberg et 
al., 1993) est létale pendant la vie embryonnaire, entre 13 et 15 jpc. Les embryons mutants 
homozygotes présentent une dysgénésie totale des reins, des glandes surrénales, de la rate et des 
gonades, ainsi que des malformations du cœur et du thorax à l’origine de la létalité (Kreidberg et 
al., 1993 ; Moore et al., 1999 ; Herzer et al. 1999). Chez ces embryons, l’épithélium cœlomique 
apparait moins épaissit à 11 jpc, les crêtes génitales sont plus petites à 12 jpc, et les gonades ont 
totalement dégénérées à 14 jpc.  
 Par ailleurs, des souris mutantes, capables d’exprimer uniquement l’isoforme +KTS, ou –
KTS en mutant le site donneur d’épissage localisé dans l’exon 9, ont été générées (Hammes et al., 
2001). Les souris des deux souches meurent à la naissance suite à des problèmes rénaux, 
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cependant ces travaux montrent que les isoformes -KTS et +KTS jouent un rôle différent au cours 
du développement gonadique. L’invalidation de l’isoforme –KTS induit une malformation des reins 
et la dysgénésie des gonades en bandelettes fibreuses chez les deux sexes qui est due à une 
augmentation de l’apoptose des précurseurs gonadiques, Ainsi, à 11.5 jpc, les crêtes génitales des 
souris invalidées pour l’isoforme –KTS ne croissent pas comme des gonades contrôles, ce qui 
conduit à une inversion sexuelle complète des organes génitaux internes et externes. Les travaux 
de Wilhelm et Englert montrent par ailleurs via des expériences réalisées in vitro, que l’isoforme –
KTS avec LHX9, active l’expression du gène Sf1 dans les cellules de l’épithélium cœlomique 
(Wilhelm et Englert, 2002). L’isoforme –KTS semble donc nécessaire à la survie et la 
différenciation des progéniteurs gonadiques. En parallèle, l’invalidation de l’isoforme +KTS induit 
une inversion sexuelle chez les animaux XY. Chez ces animaux, les gonades présentent du tissu 
ovarien mais pas de cordon testiculaire. Par ailleurs, les auteurs montrent que l’expression de 
gènes clés de la voie mâle est drastiquement diminuée dans les gonades XY invalidées pour 
l’isoforme +KTS. Ces résultats impliquent donc WT1+KTS dans la détermination testiculaire 
(Hammes et al., 2001).  
 
 Chez l’Homme, des mutations hétérozygotes de WT1 sont associées au développement de 
tumeurs du rein chez l’enfant (tumeur de Wilms), et à des anomalies du développement du 
système uro-génital. Ces anomalies varient en fonction du syndrome (Table 4). Chez les patients 
XY atteints du syndrome WAGR (tumeur de Wilms, aniridie (absence de formation de l’iris), 
malformations uro-génitales et retard mental), la mutation correspond à une délétion sur le brin 
court du chromosome 11, de longueur variable, qui touche notamment l’intégrité du gène WT1 
(Glaser et al., 1989). Ces patients présentent des ambiguïtés génitales avec hypospadias et/ou 
cryptorchidie. Dans le syndrome Denys-Drash, des mutations affectant les domaines « zinc finger » 
engendrent des insuffisances rénales et des dysgénésies gonadiques 46, XY. Le syndrome Frasier 
enfin, est dû à des mutations affectant les sites donneurs d’épissage dans l’intron 9 qui empêchent 
la production de l’isoforme +KTS (Barbaux et al., 1997). Les patients Frasier 46, XY présentent une 
féminisation des organes génitaux qui est due à une dysgénésie testiculaire. Dans les cas les plus 
sévères des syndrome Denys-Drash et Frasier, les gonades ont dégénérées en bandelettes 
fibreuses et les patients présentent une féminisation complète des organes génitaux internes et 
externes (Bruening et al., 1992 ; Haber et Housman, 1992).  
 
 A4. Lhx9 
 
 Le gène Lhx9 (LIM homeobox 9) appartient à une famille de protéines à domaines LIM et 
« homeobox ». LHX9 possède 2 domaines LIM impliqués principalement dans les interactions 
protéines-protéines, et un domaine « homeobox » capable de se lier à l’ADN.  
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 Chez la souris, Lhx9 est exprimé dans les cellules de l’épithélium cœlomique en 
prolifération et le mésenchyme sous-jacent chez les deux sexes (Birk et al., 2000). Son invalidation 
induit une dysgénésie totale des gonades chez les deux sexes, qui conduit à une inversion sexuelle 
du tractus génital chez les souris XY (femelles XY) (Birk et al., 2000). A 11.5 jpc, les crêtes génitales 
des mutants homozygotes sont semblables à celles des embryons contrôles. Cependant, il n’y a pas 
de prolifération cellulaire dans les crêtes génitales Lhx9-/- par la suite, et à 13 jpc elles ont 
dégénéré. LHX9 reconnait un élément de réponse dans le promoteur du gène Sf1 (Wilhelm et 
Englert, 2002). Des analyses réalisées in vitro montrent que LHX9 est capable d’interagir avec le 
promoteur de Sf1 et a un effet additif sur l’activation de Sf1 par WT1 (Wilhelm et Englert, 2002).  
 
 La perte de Lhx9 a un effet drastique sur la formation des gonades embryonnaires. Malgré 
son expression dans d’autres tissus, comme le système nerveux central, les membres, ou le 
pancréas (Birk et al., 2000), son invalidation totale n’a pas d’effet délétère sur d’autres fonctions : 
les souris sont viables mais stériles. Il a été recherché des mutations de LHX9 chez des femmes 46, 
XY présentant des dysgénésies gonadiques (Ottolenghi et al., 2001) : aucune mutation de ce gène 
n’a été mise en évidence dans des pathologies humaines d’inversions sexuelles à ce jour. 
 
 A5. Emx2 
 
 Le gène Emx2 (Empty spiracles homeobox 2) code pour un facteur de transcription à 
domaine de liaison à l’ADN « homeobox ».  
 
 Chez la souris, Emx2 est exprimé notamment au niveau du système uro-génital, dans les 
crêtes uro-génitales, les tubules mésonéphrotiques, l’épithélium cœlomique et le mésenchyme 
sous-jacent à 10.5 jpc. A 11.5 jpc, Emx2 est exprimé dans toutes les cellules somatiques des gonades 
des deux sexes (Kusaka et al., 2010). L’invalidation de Emx2 est létale à la naissance (Yoshida et al., 
1997 ; Miyamoto et al., 1997) et induit une absence totale des reins, des uretères, des gonades et 
des tractus génitaux chez les deux sexes. Miyamoto et collègues montrent que l’absence de tractus 
génital chez les fœtus Emx2-/- est due à la dégénérescence des canaux de Wolff à partir de 11.5 jpc 
et à l’agénésie totale des canaux de Müller (Miyamoto et al., 1997). Au niveau gonadique, 
l’épithélium cœlomique semble normal à 11.5 jpc. Des expériences d’incorporation de BrdU 
montrent que les cellules épithéliales prolifèrent plus chez les mutants que chez les contrôles, mais 
elles entrent en apoptose par la suite. L’utilisation de marqueurs des différents types de jonctions 
cellulaires a montré que la polarité des cellules de l’épithélium cœlomique était affectée, ainsi que 
leur migration dans le mésenchyme sous-jacent (Kusaka et al., 2010), perturbant la formation des 
gonades. 
 
Table 5: Les gènes impliqués dans la croissance des crêtes génitales. Pour chaque gène est 
indiqué le phénotype obtenu au niveau des gonades après mutation ou perte de fonction chez la souris ou dans 
l’espèce humaine. ND : non déterminé. 
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 Chez l’Homme, des mutations du gène EMX2 sont impliquées dans certaines formes de 
schizencéphalies (malformations cérébrales) (Granata et al., 1997). Il n’a pas été rapporté de cas 
drastique d’anomalies du développement du sexe ayant pour origine une mutation de EMX2, sauf 
peut-être un cas : une femme présentant un utérus didelphe (fusion incomplète des canaux de 
Müller) suite à une mutation non-sens de EMX2, avec des ovaires normalement développés (Liu et 
al., 2015). 
 
 Pour résumer, cinq gènes apparaissent nécessaires pour la formation des crêtes génitales 
au moins dans l’espèce murine (Table 4). Leur invalidation chez la souris induit une agénésie 
gonadique entrainant la féminisation des organes génitaux internes et externes chez les animaux 
XY. GATA4 semble initier la formation des crêtes génitales en intervenant dans la prolifération de 
l’épithélium cœlomique et la fragmentation de sa lame basale. EMX2 intervient dans la transition 
épithélio-mésenchymateuse des cellules de l’épithélium cœlomique et leur migration à travers la 
lame basale. LHX9 est impliqué dans la prolifération des précurseurs somatiques, quant à WT1-
KTS et SF1, ils sont nécessaires à leur survie et leur différenciation.  
 
 B. Les gènes impliqués dans la croissance des crêtes génitales 
 
 Pour la plupart, ces gènes ont été impliqués dans la détermination testiculaire car leur 
invalidation chez la souris induit une inversion sexuelle des gonades XY (Table 5). Néanmoins, le 
phénotype d’inversion sexuelle est très variable au niveau gonadique, et par conséquent, il ne 
s’accompagne pas toujours d’une féminisation des organes génitaux internes et externes. Les 
gonades XX sont également touchées par la mutation et sont souvent hypoplasiques. Comme la 
prolifération des précurseurs somatiques est cruciale pour la différenciation testiculaire (voir 
Chap2_II-A), il est légitime de penser qu’un défaut de prolifération des précurseurs somatiques 
peut engendrer une dysgénésie testiculaire à l’origine d’une inversion sexuelle des organes 
génitaux. Dans ce paragraphe, ces gènes seront présentés comme étant impliqués dans la 
prolifération des précurseurs somatiques et la croissance de la gonade embryonnaire.  
 
 B1. Cbx2 
 
 Le gène Cbx2 (Chromobox homologue 2) ou M33, est un homologue de Polycomb group chez 
la drosophile. Il code pour un facteur de modifications et de remodelage de la chromatine et joue 
un rôle dans la répression de la transcription des gènes au niveau chromatinien.  
 
 Chez la souris, l’invalidation de Cbx2/M33 (Katoh-Fukui et al., 1998) induit une inversion 
sexuelle des gonades XY qui est variable, avec en conséquent, différents degrés de féminisation du 
tractus génital et du sexe externe. Les gonades XX apparaissent également hypoplasiques quand 
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elles n’ont pas dégénéré. De manière intéressante, les auteurs ont voulu « sauver » le phénotype 
d’inversion sexuelle obtenu en l’absence de Cbx2, en surexprimant Sry ou Sox9 dans des gonades 
XY Cbx2-/-. Des testicules ont été obtenus, mais de plus petite taille, suggérant l’implication de CBX2 
dans la prolifération des précurseurs gonadiques (Katoh-Fukui et al., 2012). Par ailleurs, les souris 
invalidées pour Cbx2/M33 présentent des défauts de la rate et des glandes surrénales comme chez 
les mutants Sf1 (Luo et al., 1994 ; Katoh-Fukui et al., 2005), et les tissus affectés par l’invalidation 
de Cbx2 présentent des niveaux d’expression de Sf1 diminués. Les auteurs montrent que Cbx2/M33 
est capable de réguler directement Sf1 en interagissant avec son promoteur, grâce à des 
expériences d’immuno-précipitation de chromatine (ChIP) (Katoh-Fukui et al., 2005).  
 
 Dans l’espèce humaine, deux mutations faux-sens de CBX2 ont été rapportées chez une 
fillette présentant un caryotype 46, XY. Celle-ci possède un phénotype complètement féminisé au 
niveau des organes génitaux internes et externes, avec présence d’un utérus et d’ovaires 
histologiquement normaux (Biason-Lauber et al., 2009).  
 
 B2. Six1 et Six4 
 
 Ces gènes sont les homologues mammaliens de Sine oculis homeobox (Six) chez la 
drosophile. Ils codent pour des facteurs de transcription possédant des domaines « six » impliqués 
dans les interactions protéines-protéines, et « homeobox » d’interaction à l’ADN.  
 
 Chez la souris, Six1 et Six4 sont exprimés dans les crêtes génitales au niveau de l’épithélium 
cœlomique. La double invalidation (dKO) de ces gènes induit une inversion du sexe des gonades XY 
qui ressemblent morphologiquement à des ovaires, et les gonades XX dKO apparaissent par 
ailleurs plus petites en taille que des ovaires contrôles (Fujimoto et al., 2013). À 11.5 jpc, les 
gonades dKO des deux sexes accusent un retard de croissance qui s’explique par une diminution du 
nombre de progéniteurs gonadiques exprimant les marqueurs Gata4 et Sf1. Les auteurs montrent 
que SIX1 et SIX4 possèdent un site de fixation au niveau du promoteur proximal de Sf1, et qu’ils 
sont capables d’activer son expression in vitro. Ces résultats suggèrent que SIX1 et SIX4, comme 
CBX2, régulent la prolifération des précurseurs gonadiques au niveau de l’épithélium cœlomique, 
modulant ainsi la croissance de la gonade indifférenciée. 
 
 Chez l’Homme, une délétion de 9,66 Mb sur le bras long du chromosome 14 englobant les 
gènes SIX1, SIX4 en plus de quatre autres gènes, a été décrite chez un patient 46, XY (Nolen et al., 
2006). La délétion induit une agénésie des yeux, plusieurs malformations de la face et du cerveau 
dont une hypoplasie de l’hypophyse. Le patient âgé de 4 ans présente également une hypoplasie 
des testicules qui sont par ailleurs cryptorchides. Il n’a pas été décrit d’anomalie du 
développement du tractus génital, qui doit être normalement masculinisé. 
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 B3. Pod1 
 
 Le gène Pod1 (Podocyte expressed 1) ou Tcf21 (Transcription factor 21) code pour un 
facteur de transcription à domaines hélice-boucle-hélice. Il est détecté au niveau de l’épithélium 
cœlomique et de la jonction gonade-mésonephros à 11.5 jpc chez la souris. Son invalidation 
entraine une hypoplasie des gonades dans les deux sexes. Celles-ci présentent des altérations 
histologiques, avec absence de formation des cordons séminifères et du vaisseau cœlomique chez 
les XY, et une augmentation de l’apoptose et de la population des cellules stéroïdogènes chez les 
deux sexes (Cui et al., 2004). A ce jour, il n’a pas été décrit de mutation affectant POD1 dans des 
pathologies d’anomalies du développement du sexe dans l’espèce humaine. 
 
 B4. La voie de l’insuline 
 
 L’insuline et les facteurs de croissance liés à l’insuline (IGF) sont des hormones peptidiques 
dont l’action est relayée par des récepteurs à activité tyrosine kinase : le récepteur à l’insuline 
(INSR), le récepteur aux IGF de type 1 (IGF1R), et le récepteur lié à l’insuline (IRR). La fixation du 
ligand sur son récepteur active différentes voies de transduction comme la voie des MAP (Mitogen-
activated protein) kinases ou la voie PI3K/PKB (Phosphoinositide 3-kinase/Protein kinase B), qui 
régulent une multitude de processus cellulaires, comme la prolifération, la différenciation, la survie 
et l’apoptose, la croissance ou encore l’expression génique (pour revues, voir Schlessinger 2014 
pour le mode d’action des récepteurs tyrosine kinase, Pearson et al., 2001 pour la voie des MAP 
kinases, Manning et Cantley 2007 pour la voie PI3K/PKB).  
 
 Chez la souris, la simple invalidation de l’un de ces récepteurs (Insr, Igf1r ou Irr) n’a pas 
d’effet sur le développement des gonades : (i) les souris Irr-/- n’ont pas d’anomalie particulière 
(Kitamura et al., 2001), (ii) l’invalidation de Insr induit un retard de croissance post-natal et une 
acidocétose diabétique entrainant la mort des souris Insr-/- dans les 4 jours qui suivent la naissance 
(Joshi et al., 1996 ; Accili et al., 1996), (iii) les souris Igf1r-/- meurent à la naissance en raison de 
problèmes respiratoires et présentent un sévère retard de croissance intra-utérin (Liu et al., 1993). 
L’invalidation des trois récepteurs (tKO) en revanche, induit une inversion sexuelle des gonades XY 
tKO (Nef et al., 2003). Les gonades XY tKO montrent une diminution de l’expression de Sry à 12.5 
jpc, puis une inversion sexuelle (ovaires XY) qui semble due à une diminution de la prolifération 
des cellules somatiques. Les gonades XX tKO présentent aussi un phénotype puisqu’elles sont plus 
petites que des ovaires contrôles, et les gonades XY tKO (ovaires XY) ont la même taille que les 
ovaires XX tKO. La voie de l’insuline apparait donc importante pour la croissance des crêtes 
génitales en amont de la détermination sexuelle des gonades.  
 De manière intéressante, la double invalidation (dKO) de Insr et Igf1r est suffisante pour 
provoquer une inversion sexuelle des gonades XY (Pitetti et al., 2013). Les auteurs montrent que 
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les gonades dKO des deux sexes accusent un retard de croissance lié à un défaut de prolifération 
des précurseurs gonadiques. Ainsi, elles restent bloquées dans un état indifférencié avant de sur-
exprimer tardivement les marqueurs ovariens (à partir de 16.5 jpc). Afin d’identifier les raisons de 
la persistance d’un état indifférencié chez les gonades dKO, les auteurs réalisent une analyse 
transcriptomique des gonades XX et XY entre la formation des crêtes génitales (10.5 jpc) et la 
détermination du sexe (11.5 jpc). Ils mettent ainsi en évidence près de 600 gènes dont l’expression 
est activée au cours de la croissance des crêtes génitales chez les deux sexes. Ces 600 gènes 
définissent le « programme génétique surrénalo-gonadique » qui établirait la compétence des 
précurseurs somatiques. Dans les gonades dKO pour la voie insuline, 25% de ces gènes ont leur 
expression diminuée, ce qui expliquerait (i) le délai observé avant l’initiation de la différenciation 
gonadique, et (ii) le phénotype d’inversion sexuelle obtenu, la détermination testiculaire 
nécessitant une fenêtre d’activation spécifique et très courte chez la souris (voir Chap2_I-B). 
 
 Dans l’espèce humaine, des mutations dans les gènes codant pour la voie de l’insuline sont 
responsables de syndromes métaboliques comme le diabète ou de retard de croissance comme 
dans le syndrome Donohue ou Lépréchaunisme (cas sévère de résistance à l’insuline marqué par 
un retard staturo-pondéral associé à un faciès dysmorphique caractéristique). Il n’y a pas de 
phénotype gonadique décrit chez ces patients.  
 
 Pour conclure, les gènes précédemment décrits sont impliqués à différents niveaux dans la 
formation des crêtes génitales. Ils ont une influence directe sur la différenciation, la prolifération 
ou la survie des précurseurs somatiques. De manière intéressante, quel que soit le phénotype 
obtenu en leur absence, quel que soit le degré de dysgénésie gonadique observé, aucun n’a d’effet 
sur la migration des cellules germinales primordiales, qui sont normalement détectées au niveau 
des territoires gonadiques. Par quels signaux les cellules germinales primordiales sont-elles 
guidées jusqu’aux territoires gonadiques ? Un état de la science concernant l’origine, la 
spécification et la migration des cellules germinales primordiales est brièvement relaté dans le 
paragraphe suivant. 
 
IV. Les cellules germinales primordiales 
 
 Chez les mammifères, la mise en place de la lignée germinale se déroule en plusieurs 
étapes : (i) la spécification des cellules germinales primordiales (CGP) se fait à partir des cellules 
somatiques environnantes, (ii) les CGP migrent ensuite depuis les territoires extra-gonadiques 
jusqu’aux crêtes génitales ; et (iii) la différenciation sexuelle des cellules germinales enfin, est 
déterminée par leur environnement testiculaire ou ovarien. Seules les deux premières étapes 
Figure 3 : Emergence des cellules germinales primordiales chez l’embryon de 
souris (d’après Saitou et Yamaji; 2012). La spécification des cellules germinales primordiales 
(CGP) débute entre 6 et 6.5 jpc dans l’épiblaste (Epi) proximal grâce à des signaux provenant de 
l’ectoderme extra-embryonnaire (ExE) (BMP4, BMP8b) et de l’endoderme viscéral (VE) (BMP2) 
adjacents. A partir de 7.25 jpc, les CGP sont détectées dans le mésoderme extra-embryonnaire (ExM) 
à la base de l’allantoïde. À 7.5 jpc, elles envahissent l’endoderme viscéral. A 8.5 jpc, les CGP sont en 
migration dans l’intestin primitif. L’épiblaste s’est différencié en tous les types cellulaires de 
l’embryon en plus des CGP. L’ectoderme extra-embryonnaire est à l’origine de la majeure partie du 
placenta. 
 
AVE : endoderme viscéral antérieur ; EM :  mésoderme embryonnaire 
Allantoïde 
CGP 
CGP 
CGP 
Intestin 
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seront traitées dans ce paragraphe. Par ailleurs, compte-tenu de la difficulté d’accès aux embryons, 
peu d’études sur la mise en place de la lignée germinale ont été menées chez l’Homme, et la plupart 
des données existantes sont issues de travaux réalisés chez la souris. Je décrirai donc 
principalement ce qui a été démontré chez cette espèce. 
 
 
 A. Origine 
 
 Chez de nombreux vertébrés, la lignée germinale est spécifiée très précocement au cours 
du développement embryonnaire à partir d’un déterminant cytoplasmique d’origine maternelle, le 
« plasma germinatif ». Ce plasma germinatif correspond au stockage d’ARN, de protéines de liaison 
à l’ARN et d’organelles dans le cytoplasme de l’ovocyte mature. Au cours des premières divisions 
de l’embryon le plasma germinatif ségrége de manière asymétrique, et les cellules qui en héritent 
sont les précurseurs des CGP (pour revue, voir Richardson et Lehmann, 2010). Chez les 
mammifères, un tel plasma germinatif n’existe pas. C’est la signalisation induite par les cellules 
avoisinantes qui spécifie la lignée germinale. 
 
 Grâce à des expériences de lignage réalisées à 6.5 jpc chez la souris, Lawson et Hage 
montrent que les CGP ont pour origine des cellules de l’épiblaste proximal. Dans ces expériences, 
les auteurs injectent des cellules épiblastiques avec un colorant pour suivre leur devenir. A ce 
stade, les cellules de l’épiblaste proximal injectées engendrent des CGP mais aussi d’autres types 
cellulaires, démontrant que l’épiblaste proximal est à l’origine des précurseurs de la lignée 
germinale, mais qu’elle n’est pas encore spécifiée (Lawson et Hage, 1994). 
 
 B. Spécification 
 
 La spécification de la lignée germinale va dépendre d’interactions cellulaires et de la 
localisation des cellules au sein de l’épiblaste (Figure 3). Elle nécessite aussi la reprogrammation 
de leur génome : les CGP subissent une répression de gènes « somatiques » en parallèle de 
l’activation d’un programme de pluripotence, et également une vague de déméthylation de l’ADN, 
l’effacement de l’empreinte génomique, et la réactivation du second chromosome X chez les 
femelles. Les CGP sont considérés comme indifférenciées jusqu’à la colonisation des crêtes 
génitales. 
 
 Entre 6 et 6.5 jpc, les signaux BMP (Bone morphogenetic protein) émanant de l’ectoderme 
extra-embryonnaire (BMP4, BMP8b) et de l’endoderme viscéral (BMP2) agissent sur l’épiblaste 
proximal adjacent, et sont à l’origine de l’induction des précurseurs des CGP. En effet, l’invalidation 
de ces gènes (Lawson et al., 1999 ; Ying et al., 2000 ; Ying et Zhao, 2001) ou des gènes codant pour 
Figure 4 : La migration des cellules germinales primordiales chez l’embryon 
humain (schéma adapté de Greenspan’s Basic & Clinical Endocrinology, 9e,  2011, 
Chapter 13). (A) En fin de 3ème sem, une quarantaine de cellules germinales primordiales (CGP) 
sont détectées dans la paroi dorsale du sac vitellin, à la base de l’allantoïde en formation. (B) Au 
cours de la 5ème sem, les CGP sont retrouvées migrant à travers l’intestin primitif et l’endoderme 
viscéral. Elles traversent le mésentère  dorsale au cours de la 7ème sem et colonisent les crêtes 
génitales au cours des 8ème et 9ème semaines. 
 
Coeur 
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des molécules impliquées dans la transduction du signal (Smad1 (Tremblay et al., 2001 ; Hayashi et 
al., 2002), Smad5 (Chang et Matzuk, 2001), et Smad4 (Chu et al., 2004)) induit une diminution, 
voire la perte des CGP. En réponse à cette signalisation, certaines cellules épiblastiques vont 
activer l’expression de Blimp1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) et Prdm14 (PR domain-
containing protein 14), ce qui marque l’émergence des précurseurs des CGP. L’invalidation de ces 
gènes chez la souris entraine une diminution du nombre de CGP détectées (Vincent et al., 2005 ; 
Ohinata et al., 2005 ; Yamaji et al., 2008). Par ailleurs, des analyses transcriptomiques montrent 
que l’absence de BLIMP1, un répresseur transcriptionnel, maintient l’expression de la quasi-
totalité de gènes normalement réprimés, tandis que l’absence de PRDM14 entraine un défaut 
d’activation de gènes de pluripotence (Kurimoto et al., 2008).  
La voie WNT, via WNT3, est également associée à la spécification des CGP (Ohinata et al., 
2009). Son rôle serait de rendre les cellules de l’épiblaste compétentes à la signalisation des BMP. 
Dans les embryons Wnt3-/-, les cellules positives pour BLIMP1 (précurseurs des CGP) ne sont pas 
détectées à 7.5 jpc. Ces embryons ne sont pas capables de répondre au signal BMP4 et les Smad 
associées ne sont pas activées (Ohinata et al., 2009).  
Deux autres facteurs, Fragilis et Stella, ont été identifiés comme étant des marqueurs des 
CGP (Saitou et al., 2002). Néanmoins leur invalidation n’a pas d’effet sur l’établissement et le 
développement de la lignée germinale (Lange et al., 2008 ; Payer et al., 2003). 
 
 C. Migration 
 
 Grâce à l’observation d’embryons humains, Witschi (1948) a décrit la migration des CGP de 
la paroi dorsale du sac vitellin jusqu’aux crêtes génitales (Figure 4).  
  
 Chez la souris à 7.25 jpc, les CGP sont détectées dans le mésoderme extra-embryonnaire à 
la base de l’allantoïde grâce à leur activité phosphatase alcaline (Ginsburg et al., 1990). À 7.5 jpc, 
elles envahissent l’endoderme viscéral, dans lequel elles acquièrent une polarité morphologique 
(Figure 3). Entre 8.0 et 9.5 jpc, elles sont incorporées de manière passive dans l’intestin primitif, 
notamment grâce aux repliements de l’embryon. Les CGP migrent ensuite de manière active (par 
chimiotaxie et mouvements amyboïdes) à travers le mésentère dorsal, pour coloniser les crêtes 
génitales autour de 10.5 jpc (Molyneaux et al., 2001 ; Saitou et Yamadji, 2012). Durant leur 
migration, elles se multiplient activement.  
 
 Plusieurs facteurs sont impliqués dans la migration des CGP jusqu’aux crêtes génitales. 
Parmi eux, le récepteur c-kit et son ligand Steel sont importants pour la prolifération, la survie et la 
migration des CGP. c-kit est exprimé par les CGP au cours de leur migration, et Steel par les cellules 
présentes sur leur parcours (Matsui et al., 1990). Les souris invalidées pour ces gènes présentent 
une diminution de trois types cellulaires : les cellules de la crête neurale, les cellules souches 
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hématopoïétiques, et les CGP. Ces souris meurent généralement autour de la naissance à cause 
d’une anémie sévère (Geissler et al., 1981 ; Runyan et al., 2006 ; Gu et al., 2009). Dans le cas des 
mutants We/We qui présentent une forme sévère de mutation de c-kit, les gonades sont quasiment 
dépourvues de cellules germinales (Buehr et al., 1993). Le couple SDF1 (Stromal-derived factor 
1)/CXCR4 (GPCR chemokine (CXC motif) receptor 4) est impliqué dans le guidage des CGP 
jusqu’aux crêtes génitales. SDF1 est exprimé au niveau des crêtes génitales et du mésenchyme 
alentour, tandis que CXCR4 est exprimé par les CGP. La perte de signalisation SDF1/CXCR4 chez la 
souris induit une diminution du nombre de CGP dans les crêtes génitales (Ara et al., 2003 ; 
Molyneaux et al, 2003), et l’expression ectopique de SDF1 entraine une localisation anormale des 
CGP (Molyneaux et al, 2003). En plus des signaux mentionnés ci-dessus, des protéines d’adhérence 
comme l’E-cadhérine (Bendel-Stenzel et al., 2000) ou l’intégrine β1 (Anderson et al., 1999) sont 
impliquées dans la migration des CGP, en régulant soient les interactions entre cellules, soient les 
interactions des CGP à la matrice extracellulaire. Les CGP adhèrent à certaines glycoprotéines de la 
matrice extracellulaire, comme le collagène IV, la laminine ou la fibronectine, qui sont présentes 
selon un gradient le long de la voie de migration des CGP (Garcia-Castro et al., 1997).  
 
Arrivées dans les crêtes génitales, les CGP perdent leur mobilité. Elles sont alors appelées 
ovogonies dans l’ovaire et spermatogonies dans le testicule. C’est l’environnement somatique dans 
lequel elles se trouvent qui va contrôler leur différenciation. Ainsi, après une phase de 
prolifération, les cellules germinales vont soit entrer en méiose dans l’ovaire, soit rester 
quiescentes jusqu’à la puberté dans le testicule. 
 
 D. Spécification des cellules germinales primordiales : la remise en 
question d’un dogme ? 
 
 L’étude de la spécification d’une population cellulaire nécessite la caractérisation de 
marqueurs témoignant de l’apparition de cette population. Ainsi, l’ensemble des études visant à 
étudier la mise en place de la lignée germinale se sont basées sur l’expression de la phosphatase 
alcaline (Chiquoine et al., 1954 ; Ginsburg et al., 1990 ; Saitou et al., 2002) ou encore du gène Stella 
(Vincent et al., 2005) pour identifier les CGP.  
 
Un article de revue publié récemment a « réapprécié » l’utilisation de ces marqueurs 
(Mikedis et Downs, 2014). L’équipe de Downs étudie le développement de l’allantoïde et de la 
jonction fœtus-ombilic. Ils ont mis en évidence un pool de cellules souches (l’ACD pour « Allantoic 
Core Domain ») dans la partie caudale de la ligne primitive qui contribue à la formation des tissus 
embryonnaires et extra-embryonnaires de la partie postérieure de l’embryon (Downs et al., 2009). 
Ils montrent que les cellules souches de l’ACD expriment les marqueurs normalement 
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« spécifiques » des CGP. Pour preuve, l’invalidation des gènes codant pour ces marqueurs 
« spécifiques » à un impact sur la lignée germinale mais aussi sur l’allantoïde et les tissus 
somatiques alentours ; par exemple, les mutants Blimp1-/- présentent un défaut d’expansion du 
labyrinthe placentaire et des hémorragies multiples, en plus d’une diminution du nombre de CGP 
(Vincent et al., 2005). Par ailleurs, une autre étude montre que différents précurseurs cellulaires 
empruntent la trajectoire de migration des « CGP ». Notamment, les précurseurs hématopoïétiques 
(qui émergent de l’ACD) co-localisent avec ceux des CGP pendant leur migration (Scaldaferri et al., 
2015). Ces travaux montrent que les marqueurs censés identifier les CGP ne sont pas spécifiques 
de la lignée germinale mais marquent une population de précurseurs plus large ayant pour origine 
l’ACD. Dans ce contexte, Mikedis et Downs reposent la question du moment de la spécification des 
CGP, aucun des travaux réalisés à ce jour n’ayant démontré la restriction de la lignée germinale aux 
stades étudiés.   
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CHAPITRE 2 
Le déterminisme du sexe et la différenciation testiculaire 
 
 Chez les mammifères, la différenciation des gonades dépend du sexe chromosomique. 
L’existence d’aneuploïdies des chromosomes (chr) sexuels a permis de montrer que quel que soit 
le nombre de chr X, la présence d’un chr Y induit un morphotype masculin (ex : XXY, syndrome de 
Klinefelter) (Jacobs et Strong, 1959 ; Welshons et Russel, 1959). La détermination du sexe est donc 
contrôlée par la présence ou l’absence du chr Y, et il a été émis l’hypothèse que le chr Y portait un 
facteur déterminant pour la différenciation testiculaire : le TDF (Testis Determining Factor). Dans 
les années 1990, l’existence de patients présentant des inversions sexuelles a permis sa 
caractérisation.  
 
I. Caractérisation du déterminant testiculaire 
 
 A. Découverte de SRY/Sry 
 
 Chez l’Homme, le gène SRY (Sex-determining region of the Y chr) est localisé proche de la 
région pseudo-autosomale sur le bras court du chr Y. Il a été isolé et caractérisé grâce à l’analyse de 
fragments du chr Y transloqués sur un des chr X d’hommes 46, XX (Sinclair et al., 1990). La même 
année, Gubbay et collaborateurs identifiaient Sry chez la souris grâce au clonage de la région 
déterminant le sexe chez les mutants Sxr (Sex-reversed) (femelles XY) (Gubbay et al., 1990). Deux 
types d’études ont ensuite permis de démontrer que SRY/Sry était bien le TDF : (i) des mutations 
de SRY/Sry induisant des inversions sexuelles de type femmes ou femelles XY ont été trouvées 
dans l’espèce humaine (Berta et al., 1990 ; Harley et al., 1992) et chez la souris (Gubbay et al., 
1992) et (ii) chez la souris, la surexpression de Sry dans des embryons XX est suffisante pour 
induire le développement de testicules et de mâles XX (Koopman et al., 1991). SRY/Sry est donc le 
seul gène du chr Y nécessaire et suffisant à la différenciation du testicule. 
 
 B. Expression de Sry/SRY 
 
 SRY est le facteur déterminant du testicule, il spécifie la cellule de Sertoli qui va ensuite 
orchestrer la morphogenèse de la gonade mâle. Des études réalisées chez la souris montrent que 
les cellules qui expriment Sry ont pour origine les cellules de l’épithélium cœlomique (Karl et 
Capel, 1998 ; Albrecht et Eicher, 2001). Chez cette espèce, l’expression de Sry est dynamique, 
transitoire et restreinte aux précurseurs des cellules de Sertoli pendant la vie fœtale (Koopman et 
al., 1990 ; Albrecht et Eicher, 2001). Ainsi, Sry est détecté à partir de 10.5 jpc dans les crêtes 
génitales juste après leur formation, il marque un pic d’expression à 11.5 jpc et s’éteint à 12.5 jpc 
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(Koopman et al., 1990). Son expression n’apparait pas de manière homogène dans les crêtes 
génitales mais elle débute au centre du tissu. Elle s’étend ensuite aux pôles puis décroît, d’abord au 
centre, au pôle supérieur et enfin au pôle inférieur (Bullejos et Koopman, 2001).  
La fenêtre et le niveau d’expression de Sry sont cruciaux pour son rôle de TDF. Une faible 
expression ou un retard d’expression de Sry dans des gonades XY conduisent au développement 
d’ovotesticules (Hiramatsu et al., 2009 ; Nagamine et al., 1999 ; Albrecht et al., 2003). Ainsi, la 
fenêtre d’action de SRY est réduite à environ 6 heures chez la souris, entre 11 et 11.25 jpc 
(Hiramatsu et al., 2009). L’induction de Sry dans une lignée de souris transgénique au-delà de cette 
fenêtre n’est plus capable de masculiniser les gonades. Par ailleurs, certaines souris de la souche 
B6 ne sont pas capables de développer des testicules lorsqu’elles possèdent l’allèle Sry de Mus 
domesticus poschiavinus (YPOS) (Eicher et al., 1982). Chez ces souris, les niveaux d’expression de 
SryPOS sont plus faibles que l’allèle Sry de la souche d’origine (Albrecht et al., 2003). 
 De façon remarquable, l’expression de Sry a été décrite dans le testicule adulte de souris 
(Koopman et al., 1990 ; Rossi et al., 1993). Il s’agit de l’expression d’une forme circulaire du 
transcrit dans les cellules germinales, à partir d’un promoteur différent de celui utilisé dans les 
précurseurs des cellules de Sertoli lors de la détermination testiculaire (Dolci et al., 1997). Cette 
forme particulière est liée à la structure du gène Sry chez la souris qui est flanqué de deux 
séquences répétées inversées (Capel et al., 1993). Ce transcrit circulaire n’est pas codant mais 
pourrait être impliqué dans la régulation post-transcriptionnelle de micro-ARN (Hansen et al., 
2013). 
 
 Chez les autres espèces de mammifères comme l’Homme (Hanley et al., 2000 ; Salas-Cortés 
et al., 1999), le porc (Parma et al., 1999), le chien (Meyers-Wallen, 2003), la chèvre (Pannetier et 
al., 2006a ; Montazer-Torbati et al., 2010), le mouton (Payen et al., 1996) ou les marsupiaux (Harry 
et al., 1995), le profil d’expression de SRY est différent de celui de la souris. Il marque un pic 
d’expression au moment de la détermination testiculaire mais ne s’éteint pas par la suite et reste 
exprimé jusqu’à l’âge adulte.  
La localisation de la protéine SRY chez ces différentes espèces n’est cependant pas toujours 
très claire. La faible conservation de la protéine SRY impose le développement d’anticorps 
spécifiques à chaque espèce. Chez l’Homme, grâce au développement d’un anticorps monoclonal 
dirigé contre la protéine SRY humaine, Salas-Cortés et collègues montrent que SRY est exprimée 
dans le noyau des cellules de Sertoli et des cellules germinales pendant la vie fœtale et après la 
naissance. A l’âge adulte, son expression est conservée dans le noyau des cellules de Sertoli et des 
spermatides rondes, suggérant que SRY joue un autre rôle que celui de TDF à d’autres stades du 
développement et dans les cellules germinales (Salas-Cortés et al., 1999).  
 Dans l’espèce caprine, notre laboratoire a montré que l’expression de SRY n’est restreinte 
ni à la période de détermination testiculaire, ni aux précurseurs des cellules de Sertoli (Montazer-
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Torbati et al., 2010). Au moment de la détermination testiculaire, SRY est exprimée dans le noyau 
de tous les types cellulaires du testicule. Son expression se restreint ensuite progressivement aux 
cellules de Sertoli et aux cellules germinales au cours de la vie fœtale. A l’âge adulte, la protéine est 
encore fortement détectée dans les cellules de Sertoli mais très faiblement dans les 
spermatogonies souches. Ainsi chez l’homme et le bouc, la protéine SRY est détectée dans plusieurs 
types cellulaires, alors que dans l’espèce murine son expression est restreinte aux précurseurs des 
cellules de Sertoli. Ces données soulèvent l’existence de divergences possibles dans les 
mécanismes impliqués dans la différenciation gonadique entre la souris et les autres mammifères.  
 
 C. Structure et conservation de SRY 
 
 Le gène SRY est mono-exonique et code pour une protéine de 204 acides aminés chez 
l’Homme. La protéine peut être divisée en trois régions : la boîte HMG (High mobility group) qui 
contient par ailleurs deux signaux de localisation nucléaires, et les régions N et C-terminales 
situées de part et d’autre de la boîte HMG (Clepet et al., 1993 ; Su et Lau, 1993). La boîte HMG 
confère à SRY la possibilité de lier et de courber l’ADN. Ainsi, des études réalisées in vitro ont 
montré que SRY est capable de lier une séquence consensus A/TAACAAT/A avec une haute affinité 
(Harley et al., 1994). SRY donne par ailleurs son nom à une famille de protéines, les protéines SOX 
(SRY-type HMG box) qui sont caractérisées par un domaine HMG possédant au moins 50% 
d’homologie avec celui de SRY. Les SOX sont capables de reconnaitre le motif consensus de SRY 
avec des affinités différentes, le degré d’affinité étant dépendant des séquences adjacentes au motif 
de liaison (Mertin et al., 1999). Ainsi, des protéines chimériques où le domaine HMG de SRY est 
remplacé par celui d’une protéine SOX sont capables d’induire une inversion sexuelle chez des 
souris XX transgéniques (Bergstrom et al., 2000), mais cette compensation nécessite une 
surexpression importante du transgène.  
La fixation de l’ADN par SRY induit par ailleurs une torsion de l’ADN. Ces phénomènes de 
torsion sont impliqués dans le remodelage de la chromatine, et peuvent par exemple, déplacer un 
nucléosome pour rendre une séquence génomique accessible à d’autres facteurs de transcription 
(Ng et al., 1997). Le degré de torsion induit par SRY varie en fonction de la séquence reconnue et 
des espèces (Giese et al., 1994).  
Des mutations affectant le domaine HMG de SRY qui diminue ses capacités de liaison 
(Harley et al., 1992 ; Pontiggia et al., 1994 ; Schmitt-Ney et al., 1995 ; Tho et al., 1992), ou de 
torsion de l’ADN (Scherer et al., 1998) représentent la majorité des mutations affectant SRY et sont 
largement retrouvées chez des femmes XY.  
 
La protéine SRY est très peu conservée chez les différentes espèces de mammifères en 
dehors du domaine HMG où l’homologie est de l'ordre de 70-80% (Figure 5). L’espèce murine 
Figure 5 : Structure et conservation de la protéine SRY chez plusieurs espèces de 
mammifères. En dehors du domaine HMG, les domaines N- et C-terminal sont peu conservés. La 
protéine de souris se démarque par la quasi-absence de son domaine N-terminal (seulement 3 aa) et 
par la composition de son domaine C-terminal riche en répétitions glutamines. 
 
La taille de la protéine en acides aminés (aa) est indiquée pour chaque espèce. Les séquences 
protéiques ont été obtenues à partir à la base de données NCBI. Les domaines HMG ont été bornés 
grâce à la même base de données (les chiffres indiquent le premier et le dernier aa du domaine), et 
les différents domaines ont été alignés. Les chiffres représentent le pourcentage d’identité avec la 
protéine humaine qui sert de référence. 
N-terminal HMG C-terminal 
Homme   204 aa 
59 130 
50% 77% 40% 
Bouc  240 aa 
64 135 
46% 83% 42% 
Porc  236 aa 
61 132 
74% 29% 
Souris  230 aa 
4 74 région riche en glutamines 
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présente la particularité de posséder un domaine riche en résidus glutamine (répétitions CAG) 
dans sa partie C-terminale. Ce domaine stabilise la protéine et lui confèrerait une activité trans-
activatrice intrinsèque (Dubin et Ostrer, 1994 ; Coward et al., 1994 ; Zhao et al., 2014). De façon 
notable, le faible nombre de répétitions CAG a été corrélé avec la survenue d’inversions sexuelles 
chez la souris (Coward et al., 1994) et il a été déterminé in vitro un nombre minimal de 3 
répétitions CAG nécessaires pour assurer à SRY son rôle de déterminant testiculaire (Chen et al., 
2013).  
 
Ce domaine riche en glutamines n’existe pas chez les autres mammifères. Néanmoins, des 
souris XX transgéniques surexprimant SRY humain (Lovell-Badge et al., 2002) ou caprin (Pannetier 
et al., 2006a) subissent une inversion sexuelle bien que le domaine C-terminal soit absent. Ces 
résultats suggèrent que les protéines SRY humaines et caprines ont conservé cette activité trans-
activatrice ; comme elles ne possèdent pas le domaine C-terminal, cette activité pourrait nécessiter 
le recrutement de co-facteurs.  
 
 D. Rôles de SRY 
 
 Depuis la découverte de SRY en 1990 et sa caractérisation en tant que facteur de 
transcription, plusieurs études ont cherché à préciser son rôle, via l’identification de ses cibles ou 
de ses partenaires. 
 
 D1. Un activateur de la cascade génétique testiculaire 
  
En 2004, l’équipe de Robin Lovell-Badge montre que l’expression de SRY est suivie de 
quelques heures par celle de SOX9 dans les cellules de pré-Sertoli (Sekido et al., 2004). Comme je le 
présenterai dans le paragraphe III-A1 de ce chapitre, SOX9 est un gène central dans la 
différenciation testiculaire. En 2008, la même équipe montre que SRY possède plusieurs éléments 
de fixation dans une région localisée entre 10 et 13 kb en amont du site d’initiation de la 
transcription de Sox9. Cette région fait 1.4 kb, elle est conservée chez plusieurs espèces de 
mammifères, dont l’Homme (Sekido et Lovell-Badge, 2008 ; Knower et al., 2011). Ils l’appellent 
TESCO pour « Testis-specific enhancer core element » et montrent qu’elle est suffisante pour 
induire l’expression de Sox9. Ainsi SRY en synergie avec SF1, active l’expression de Sox9 au niveau 
de l’élément TESCO à 11.5 jpc, et ce mécanisme serait à l’origine de la détermination testiculaire 
(Sekido et Lovell-Badge, 2008) 
 
 Par ailleurs, des expériences de ChIP-on-chip ont été réalisées à partir de cellules isolées de 
gonades murines au cours de la détermination testiculaire afin d’appréhender les cibles de SRY et 
de SOX9. Les résultats ont été comparés (Li et al., 2014). Les auteurs mettent en évidence plus de 3 
Figure 6 : Contrôle génétique de la détermination du sexe chez les mammifères : 
l’hypothèse du gène Z (d’après McElreavey et al., 1993 - Proc. Natl. Acad. Sci. USA). Le 
gène Z est situé sur un autosome et code pour une protéine capable d’inhiber les gènes spécifiques de 
la différenciation testiculaire. (A) Chez les mâles XY, SRY réprime l’expression de Z ou l’activité de sa 
protéine. Les gènes mâles s’expriment et la gonade se différencie en testicule. (B) Chez les femelles 
XX, l’absence de SRY permet l’expression de Z qui réprime les gènes de la voie mâle. La gonade se 
différencie en ovaire. (C) Les mâles XX sans SRY possède une mutation homozygote de Z. Les gènes 
mâles ne sont pas réprimés et la gonade se différencie en testicule. (D) Des femelles XY malgré la 
présence de SRY possèderaient une mutation de Z rendant le locus insensible à SRY (Zi). Zi réprime 
les gènes mâles et la gonade suit une voie de différenciation femelle. 
Mâles XY 
Femelles XX 
Mâles XX sans SRY 
Femelles XY avec SRY 
Gènes 
mâles 
Gènes 
mâles 
Gènes 
mâles 
Gènes 
mâles 
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000 séquences fixées par SRY et presque 2 000 par SOX9. De manière intéressante, ils montrent 
que les deux facteurs possèdent 900 cibles communes. Le grand nombre de cibles partagées 
témoigne de l’existence d’une redondance fonctionnelle entre SRY et SOX9 dans les premiers 
stades de la différenciation testiculaire. Ce résultat suggère par ailleurs que chez la souris, SOX9 
prend le relai de SRY après que son expression soit éteinte. 
 
 D2. Un inhibiteur de la cascade génétique ovarienne 
 
La caractérisation d’une activité trans-activatrice de la protéine SRY, quelle soit intrinsèque 
ou non, a conduit les chercheurs à rechercher les cibles activées par le TDF. Or, plusieurs 
observations suggèrent que SRY pouvait également agir comme un répresseur. Chez l’Homme et la 
souris, SRY interagit avec la protéine KRAB-O (Krüppel associated box-Only) (Oh et al., 2005) pour 
former un complexe protéique avec KAP-1 (KRAB-associated protein-1) (Peng et al., 2009). KAP-1 
peut recruter plusieurs enzymes modificatrices d’histones comme des déacétylases ou des 
méthyltransférases et conduire à un remodelage de la chromatine. La formation d’un tel complexe 
SRY/KRAB-O/KAP-1 pourrait donc conduire à l’inhibition de certaines cibles de SRY.  
 
Au début des années 1990, l’observation du mode de transmission récessif de l’inversion 
sexuelle chez des hommes XX sans translocation de SRY amène l’équipe de Marc Fellous à proposer 
un modèle dans lequel un gène ovarien non identifié appelé Z est impliqué dans la répression de la 
cascade génétique mâle (Figure 6). Dans ce modèle, SRY réprime le gène Z dans les gonades XY et 
permet le bon déroulement de la différenciation testiculaire (McElreavey et al., 1993). La quête du 
ou des gènes Z commence alors. 
 
  Des études réalisées à partir de lignées cellulaires humaines (Bernard et al., 2008) et 
murines (Tamashiro et al., 2008 ; Li et al., 2014) montrent que SRY réprime la voie de signalisation 
WNT/β-caténine in vitro. Cette voie est impliquée dans la différenciation ovarienne et sera 
présentée dans le paragraphe Chap3_II-A1. Le mécanisme par lequel SRY inhibe la voie WNT/β-
caténine n’est cependant pas encore bien défini. Les résultats obtenus avec les lignées cellulaires 
humaines suggèrent en effet que SRY interagit avec la β-caténine et l’empêche d’agir en la 
séquestrant dans certains compartiments au sein du noyau (Bernard et al., 2008), alors que les 
données obtenues avec les lignées murines montreraient une action répressive indirecte utilisant 
le domaine C-term trans-activateur de SRY qui conduirait à l’activation d’un gène inhibiteur de la 
voie WNT/β-caténine (Tamashiro et al., 2008). Ainsi, les mécanismes exacts par lesquel SRY 
réprimerait la voie WNT/β-caténine restent à déterminer. 
 
 
Figure 7 : Organisation du testicule fœtal. Le testicule fœtal est composé de deux 
compartiments : les cordons séminifères et l’espace interstitiel. Les cordons séminifères contiennent 
les cellules germinales (CG) entourées des cellules de Sertoli (S). Ils sont renforcés à la base par les 
cellules myoïdes péritubulaires (MP). Avec les cellules de Sertoli, les cellules myoïdes péritubulaires 
produisent les facteurs responsables de la formation de la matrice extracellulaire qui compose la 
lame basale des cordons. Entre les cordons séminifères, l’interstitium est composé principalement de 
cellules mésenchymateuses, de cellules endothéliales, et des cellules de Leydig fœtales (LF). Les 
cellules endothéliales forment la vasculature du testicule, et notamment le vaisseau cœlomique (VC) 
qui assure l’action endocrine des hormones sexuelles produites par les cellules de Leydig fœtales. La 
tunique albuginée (TA) se met en place progressivement en même temps que les cordons 
séminifères. 
 
TA 
VC 
LF 
S 
MP 
CG 
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II.  Généralités sur la morphogenèse testiculaire 
 
 Le testicule (comme l’ovaire) possède une double fonction : une fonction de gamétogenèse 
(la spermatogenèse) qui aboutit à la production des spermatozoïdes, et une fonction stéroïdogène 
qui correspond à la production des hormones sexuelles. Le testicule est organisé en deux 
compartiments fonctionnels : les cordons – futurs tubes – séminifères où se fera la spermatogenèse 
à partir de la puberté, et l’interstitium localisé autour des cordons, responsable de l’activité 
stéroïdogène (Figure 7). Dans ce paragraphe je présenterai brièvement les grandes étapes de la 
différenciation testiculaire en ne parlant que des événements décrits chez la souris.  
 
A. La prolifération cellulaire 
 
 Le premier signe de la différenciation testiculaire est une augmentation de la prolifération 
cellulaire (Schmahl et al., 2000). Grâce à des expériences d’incorporation de BrdU 
(Bromodéoxyuridine), l’équipe de Blanche Capel montre que dès 11.5 jpc, la prolifération dans la 
gonade XY est deux fois plus importante que dans la gonade XX (Schmalh et al., 2000). Les auteurs 
montrent que SRY est impliquée dans l’induction de cette prolifération : (i) les gonades XYPOS qui 
possèdent un allèle faible de Sry ne montrent pas de signe de prolifération spécifique de la gonade 
XY, et (ii) cette prolifération spécifique de la gonade XY est induite dans des gonades XX 
surexprimant Sry (Schmalh et al., 2000). De plus, des gonades XY cultivées en présence 
d’inhibiteurs de prolifération entre 10.5 et 11.5 jpc, présentent une diminution de leur taille et une 
altération de la formation des cordons séminifères. Cette prolifération des précurseurs des cellules 
de Sertoli est déterminante pour la différenciation testiculaire. En effet, des mutations entrainant 
un défaut de prolifération dans la gonade au stade indifférencié (Cbx2, Six1/4, Pod1, Insr/Igf1r, 
Chap1_III-B) sont responsables d’inversions sexuelles. 
 
B. Les principales étapes de la différenciation testiculaire 
 
Au cours de la différenciation testiculaire (Svingen et Koopman, 2013), les cellules de 
Sertoli sont les premières à se différencier. Elles s’associent les unes aux autres par des moyens de 
jonctions cellulaires et viennent entourer les cellules germinales pour former les cordons 
séminifères. Au cours de ce processus, elles changent de morphologie et de localisation : d’un 
aspect de cellules mésenchymateuses localisées au sein des cordons, elles acquièrent une forme 
polarisée de cellules épithéliales en même temps qu’elles se localisent à la base des cordons (Nel-
Theemat et al., 2011). La formation des cordons séminifères est observable dès 12.5 jpc chez la 
souris, c’est le deuxième signe caractéristique de la différenciation testiculaire (Chap2_III-B1). Par 
des signaux paracrines, les cellules de Sertoli vont ensuite induire la différenciation d’autres types 
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cellulaires. Ainsi dans un deuxième temps, les cellules de Leydig fœtales et les cellules myoïdes 
péritubulaires se différencient. Les cellules de Leydig fœtales sont localisées dans l’interstitium 
avec d’autres types cellulaires : des cellules mésenchymateuses, des cellules immunitaires, des 
cellules nerveuses, et des cellules endothéliales. Ces dernières vont former le réseau vasculaire 
caractéristique du testicule et notamment le vaisseau cœlomique. Les cellules de Leydig fœtales 
assurent, en collaboration avec les cellules de Sertoli, la fonction stéroïdogène du testicule 
responsable de la masculinisation de l’embryon (voir Chap2_III-C).  
 
La formation du vaisseau cœlomique est le troisième élément caractéristique de la 
différenciation de la gonade mâle, et elle est impliquée dans la formation des cordons séminifères. 
Dans un dernier temps, les cellules myoïdes péritubulaires viennent se localiser à la base des 
cordons séminifères et les renforcent ; douées de péristaltisme, elles contribuent à la libération des 
spermatozoïdes dans la lumière du tube à l’âge adulte. 
 
 En parallèle des structures énoncées plus haut, la tunique albuginée se met en place. Elle 
est composée de cellules musculaires lisses avec des capacités contractiles (Middendorff et al., 
2002). En plus d’une fonction de barrière protectrice, elle régule le flux sanguin, la température, et 
la pression intra-testiculaire, et encourage la mobilité des spermatozoïdes après la puberté via ses 
contractions.  
 
III. La cellule de Sertoli contrôle la morphogenèse testiculaire 
 
 Les cellules de Sertoli sont les cellules de soutien du testicule, dans le sens où elles vont 
supporter le développement de la lignée germinale isolée au sein des cordons/tubes séminifères et 
réguler la production des stéroïdes sexuels. Elles sont aussi, au moins chez la souris, le chef 
d’orchestre de la différenciation testiculaire et de la masculinisation de l’embryon.  
 
 Au début des années 1990 et avant même la caractérisation de Sry, l’équipe d’Anne 
McLaren produit des souris chimériques faites de cellules XX et XY et démontre que la 
différenciation des cellules de Sertoli dépend de la présence du chromosome Y (Bourgoyne et al., 
1988 ; Palmer et Bourgoyne, 1991). Chez ces souris, les auteurs montrent que les cellules XX et XY 
contribuent équitablement à l’édifice des différents tissus murins, comme le foie ou le 
mésonéphros. Ainsi dans le testicule, presque 50% des cellules de Leydig ou myoïdes 
péritubulaires sont XX, mais ceci n’est pas le cas des cellules de Sertoli où seules 10% de ces 
cellules sont XX (Palmer et Bourgoyne, 1991). Ces travaux montrent que la différenciation des 
cellules de Sertoli requiert un génotype XY. L’existence de cellules de Sertoli XX révèle en plus que 
la différenciation des cellules de Sertoli peut être induite de façon paracrine (par exemple, via le 
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recrutement de cellules XX dans le contexte de souris chimériques XY--XX) pour compenser un 
faible nombre de cellules précurseurs par exemple.  
 
 Les cellules de Sertoli ont pour origine les cellules de l’épithélium cœlomique qui 
expriment Sry (Karl et Capel, 1998 ; Albrecht et Eicher, 2001). Comme je le mentionnais dans le 
paragraphe I-B de ce chapitre, la fenêtre et le niveau d’expression de Sry sont primordiaux pour la 
différenciation testiculaire chez la souris et notamment pour l’activation du gène Sox9 au sein des 
précurseurs des cellules de Sertoli (pré-Sertoli). Ainsi, l’induction trop tardive de Sry dans une 
lignée de souris transgéniques est capable d’induire Sox9 mais pas de maintenir son expression 
(Hiramatsu et al., 2009). De plus, les souris B6 XYPOS possédant un allèle faible de Sry développent 
des ovaires ou des ovotesticules (Eicher et al., 1982). Chez ces souris, SRY est détecté de façon 
homogène dans la gonade, mais SOX9 n’est détecté que dans la partie testiculaire située au centre 
de l’ovotesticule (Wilhelm et al., 2009). Ces résultats montrent que Sry n’est pas toujours suffisant 
pour maintenir l’expression de Sox9. 
 
Dans cette partie, je présenterai d’abord les facteurs génétiques impliqués dans la 
différenciation des cellules de Sertoli. Dans un second temps, je détaillerai le rôle central tenu par 
les cellules de Sertoli dans la morphogenèse testiculaire. J’aborderai ainsi successivement leur 
implication dans (i) la formation des cordons séminifères, (ii) le contrôle de la différenciation des 
cellules de Leydig fœtales et des cellules germinales et (iii) la masculinisation de l’embryon. 
 
 A. Aspects génétiques de la différenciation des cellules de Sertoli 
 
 A1. SOX9 : l’acteur majeur de la cellule de Sertoli 
 
A1-1. Le rôle de SOX9 
 
Dans le testicule murin, l’expression de Sox9 suit celle de Sry de quelques heures : comme 
Sry, Sox9 apparait d’abord au centre de la gonade puis s’étend aux pôles. Son expression est 
restreinte aux cellules de Sertoli où elle y est maintenue jusqu’à l’âge adulte (Sekido et al., 2004 ; 
Wilhelm et al., 2005). SOX9 est un facteur de transcription à domaine HMG. Contrairement à SRY 
qui est mal conservée au sein des espèces de mammifères, la protéine SOX9 est très bien conservée 
chez tous les vertébrés.  
Son importance dans la différenciation testiculaire a été mise en lumière par l’observation 
de mutations hétérozygotes dans l’espèce humaine responsables de la survenue de malformations 
squelettiques (syndrome de dysplasie campomélique) associées à une inversion sexuelle (femmes 
46, XY) dans 75% des cas (Foster et al., 1994 ; Wagner et al., 1994). La duplication de SOX9 chez 
l’Homme est par ailleurs responsable du développement de testicules chez des individus 46, XX 
(hommes XX) (Huang et al., 1999). Chez la souris, son invalidation induit une inversion sexuelle de 
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type femelles XY (Chaboissier et al., 2004 ; Barrionuevo et al., 2006 ; Lavery et al., 2011) et sa 
surexpression chez des animaux XX, la différenciation de testicules à la place d’ovaires en l’absence 
de Sry (Vidal et al., 2001). SOX9 est donc l’acteur majeur de la différenciation testiculaire en aval de 
SRY puisqu’il est capable d’orchestrer le développement d’individus mâles en son absence (mâles 
XX). 
 
 Le rôle de SOX9 au sommet de la cascade génétique mâle a également pu être mis en 
évidence grâce à la caractérisation de ces cibles. Parmi celles-ci ; 
 
 - l’AMH (Anti-Müllerian hormone) est responsable de la régression des canaux de Müller 
chez les individus XY. Elle est exprimée par les cellules de Sertoli à partir de 12.5 jpc et jusqu’à la 
puberté chez la souris (Münsterberg et Lovell-Badge, 1991). Le promoteur du gène de l’Amh 
possède des sites de fixation pour SF1 et SOX9. Ainsi, son expression est activée par SF1 en 
synergie avec SOX9 (Takada et al., 2006 ; de Santa Barbara et al., 1998 ; Arango et al., 1999) et peut 
être modulée en présence d’autres facteurs, comme GATA4, WT1 ou DAX1 (Dosage-sensitive sex-
reversal, Adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1) (Tremblay et al, 2001 ; 
Nachtigal et al., 1998). Le rôle de l’AMH dans la régression des canaux de Müller sera détaillé dans 
le paragraphe III-C1 de ce chapitre. 
 
 - la PGDS (Prostaglandine D synthase) est l’enzyme qui synthétise la prostaglandine D2 
(PGD2) impliquée dans l’amplification du nombre de cellules exprimant Sox9 au sein du testicule 
(voir paragraphe III_A1-3). Le promoteur de Pgds possède des sites de fixation pour SRY et SOX9 
mais seul SOX9 est capable d’activer son promoteur in vitro (Wilhelm et al., 2007). Des expériences 
de ChIP réalisées à partir de gonades embryonnaires à 11.5 jpc confirment par ailleurs l’existence 
de l’interaction de SOX9 avec le promoteur de Pgds in vivo (Wilhelm et al., 2007). 
 
 - la Neurotrophine-3 est une molécule sécrétée par les cellules de Sertoli pour recruter les 
cellules endothéliales en provenance du mésonéphros (Cupp et al., 2000)(voir paragraphe III_B1-
1). Ce recrutement est nécessaire à la formation des cordons séminifères et du vaisseau 
cœlomique, impliquant directement SOX9 dans le contrôle de la morphogenèse testiculaire. Le 
promoteur du gène de la Neurotrophine-3 possède un élément de réponse à SRY qui est activée par 
SOX9 in vitro (Clément et al., 2011).  
 
 - DHH (Desert hedgehog) est une molécule de signalisation exprimée puis sécrétée par les 
cellules de Sertoli dès 11.5 jpc chez la souris (Bitgood et al., 1996 ; Yao et al., 2002). Cette molécule 
est nécessaire à la différenciation des cellules de Leydig fœtales (voir paragraphe III_B2-2). Des 
expériences de ChIP-on-chip montrent que SOX9 régule directement l’expression de Dhh in vivo (Li 
et al., 2014). 
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 - CYP26B1 (Cytochrome P450, family 26, subfamily b, polypeptide 1) est l’enzyme qui 
dégrade l’acide rétinoïque dans le testicule permettant ainsi de maintenir les cellules germinales 
XY dans un état de quiescence. Elle est exprimée par les cellules de Sertoli dès 11.5 jpc (Koubova et 
al., 2006 ; Bowles et al., 2006). Des études réalisées in vitro montrent que SOX9 active l’expression 
de Cyp26b1 en synergie avec SF1 (Kashimada et al., 2011b). L’interaction directe de SOX9 avec le 
promoteur de Cyp26b1 a récemment été confirmée in vivo grâce à des expériences de ChIP-on-chip 
(Li et al., 2014). 
 
A1-2. La régulation de l’expression de SOX9 
 
Chez l’Homme, la souris et toutes les espèces étudiées, le gène SOX9 est séparé des gènes 
codants alentours par de grandes séquences intergéniques (Bagheri-Fam et al., 2001). La 
comparaison des séquences entourant SOX9 chez trois espèces (Homme, souris, poisson-globe) a 
permis de montrer la présence de sites conservés entre -290 et +450 kb pouvant être impliqués 
dans le contrôle de l’expression de SOX9 (Bagheri-Fam et al., 2001). Néanmoins, l’étude 
fonctionnelle de certains de ces sites chez la souris n’a pas permis de révéler de séquence 
contrôlant son expression spécifiquement dans la gonade mâle (Bagheri-Fam et al., 2006). Dans 
l’espèce humaine, des translocations chromosomiques du chr 17 conduisent au développement 
d’une dysplasie campomélique et à une inversion sexuelle de type femme XY. Chez certaines de ces 
patientes, les points de cassure sont localisés à plus d’1 Mb en amont de SOX9 ce qui suggère que 
les séquences qui régulent l’expression testiculaire de SOX9 sont situées très en amont de celui-ci 
(Pfeifer et al., 1999).  
 
Comme je le mentionnais dans le paragraphe I-D1 de ce chapitre, l’élément TESCO a été mis 
en évidence comme étant une séquence de 1.4 kb localisée 13 kb en amont de Sox9, qui régulerait 
son expression dans le testicule chez la souris (Sekido et Lovell-Badge, 2008). Au sein de l’élément 
TES, il existe une séquence de 180 pb hautement conservée dans l’évolution qui contient des 
éléments de réponse à plusieurs familles de facteurs de transcription (SOX, TCF/LEF, Forkhead, 
DMRT et GATA) (Bagheri-Fam et al., 2010). Grâce à des expériences de ChIP, Sekido et Lovell-
Badge montrent que SRY et SF1 se lient directement sur plusieurs sites de l’élément TES in vivo, 
activant l’élément TES et donc l’expression de Sox9 de façon synergique (Sekido et Lovell-Badge, 
2008). Ces résultats ont permis aux auteurs de proposer un modèle de la régulation de Sox9 dans le 
testicule qui serait divisée en 3 étapes (Figure 8) : 
 
- l’étape d’initiation : SF1 induit l’expression de Sox9 dans les crêtes génitales chez les deux 
sexes. Ces données sont cohérentes avec l’observation de l’expression de Sox9 par hybridation in 
situ dans les crêtes génitales des deux sexes à 10.5 jpc (Morais da Silva et al., 1996), et le fait que 
l’expression de Sox9 soit abolie dans des gonades mutantes pour Sf1 (Sekido et al., 2004) ; 
Figure 8 : Modèle de régulation de l’expression de Sox9 dans la gonade XY (d’après 
Sekido et Lovell-Badge, 2009 - Trends Genet). La régulation transcriptionnelle de Sox9 dans la 
gonade se divise en 3 phases : initiation, activation et maintien/amplification. A 10.5 jpc pendant 
l’initiation, SF1 se lie à ses éléments de réponse (en vert) dans l’élément TES via son domaine zinc-
finger (pointillés blancs). Lorsque SRY est exprimé, il se lie à ses domaines de liaison (en jaune) via sa 
boîte HMG (pointillés noirs) de façon synergique avec SF1 pour activer l’expression de Sox9. Enfin, 
SOX9 agit en synergie avec SF1 pour maintenir sa propre expression. Pour cela, SOX9 se lie à certains 
des sites de liaison de SRY.  
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- l’étape d’activation : SRY en synergie avec SF1 active l’expression de Sox9 à 11.5 jpc dans 
les gonades XY (Sekido et al., 2004 ; Sekido et Lovell-Badge, 2008) alors qu’elle diminue dans les 
gonades XX ;  
 
- l’étape d’amplification : l’expression de Sox9 est amplifiée et maintenue après l’extinction 
de Sry chez la souris. Notamment, SOX9 serait capable d’induire sa propre expression en 
interagissant avec SF1 au niveau de l’élément TESCO (Sekido et Lovell-Badge, 2008).  
 
Chez l’Homme, une étude in vitro montre que le TESCO humain répond à SRY et SF1 
(Knower et al., 2011), et cette réponse est amoindrie lorsque les auteurs utilisent des protéines 
SRY ou SF1 mutées retrouvées dans des cas de dysgénésies gonadiques complètes (46, XY DSD). 
Cependant à ce jour, il n’a pas été mis en évidence de mutation dans l’élément TESCO humain chez 
des femmes XY (Georg et al., 2010) et la mutation de l’élément TESCO par des expériences 
fonctionnelles n’induit pas d’inversion sexuelle chez la souris (Communication orale de Robin 
Lovell-Badge, 7th Symposium on Vertebrate Sex Determination, Avril 2015, Hawaï). Ainsi, si la 
régulation de SOX9 par SRY est difficilement remise en cause, il faut chercher ailleurs l’élément de 
réponse de SRY qui est crucial pour l’activation de Sox9, ou bien considérer l’existence de plusieurs 
TES. 
 
 Récemment, l’équipe de Ken McElreavey a réduit l'intervalle d'une région régulatrice 
critique pour l’expression de SOX9 chez l’Homme (Hyon et al., 2015). Cette région régulatrice, 
nommée « RevSex », fait environ 40 kb et est localisée 600 kb en amont de SOX9 (Vetro et al., 2011 
; Hyon et al., 2015). Elle est retrouvée dupliquée chez des hommes XX sans translocation de SRY, et 
délétée chez des femmes XY (Benko et al., 2011). Elle contiendrait deux sites « enhancer » et 
plusieurs sites de fixation pour les facteurs de transcription SRY, SF1, WT1, LHX9, SOX9 et DMRT1 
(Hyon et al., 2015). 
 
A1-3. Amplification et maintien de l’expression de SOX9 
  
Le niveau d’expression de Sox9 et le nombre de cellules exprimant Sox9 (cellules de pré-
Sertoli) sont des éléments déterminants pour la différenciation testiculaire. Deux mécanismes sont 
impliqués dans l’amplification ou le maintien de son niveau d’expression dans la gonade XY en 
différenciation.  
 
- Le système PGDS/PGD2 recrute de nouvelles cellules de Sertoli 
 Les expériences de Paul Bourgoyne avec les souris chimériques XX--XY montrent que des 
cellules de Sertoli XY sont capables d’induire la différenciation des cellules environnantes en 
cellules de Sertoli via des signaux paracrines (Palmer et Bourgoyne, 1991). Les travaux de Dagmar 
Wilhelm confirment l’existence de ces signaux paracrines et montrent que le recrutement des 
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cellules de Sertoli est induit par la voie de signalisation prostaglandine D2 (PGD2) (Wilhelm et al., 
2005). La PGD2 est une molécule liposoluble synthétisée par la prostaglandine D synthase (PGDS). 
La PGD2 se lie à deux types de récepteurs couplés aux protéines G ; le récepteur DP1 (D-type 
prostanoid 1) couplé à la production d'AMP cyclique (Boie et al., 1995) et le récepteur DP2 couplé 
à la libération intracellulaire de calcium (Hirai et al., 2001). En plus d’être impliquée dans le 
recrutement de nouvelles cellules de pré-Sertoli, la voie PGD2/DP1 favorise la localisation 
nucléaire de SOX9 (Malki et al., 2005). 
 
Chez la souris, Pgds est exprimé par les cellules de Sertoli et les cellules germinales au 
cours de la différenciation testiculaire (Adams et McLaren, 2002 ; Moniot et al., 2009). Son 
expression présente le même patron que celle de Sry et Sox9 dans les gonades XY, suivant celle de 
Sox9 de quelques heures. Des expériences de co-transfections et de ChIP montrent que SOX9 est 
capable d’interagir et d’activer le promoteur du gène Pgds (Wilhelm et al., 2007). En retour, des 
gonades XX cultivées en présence de PGD2 sont masculinisées (Adams et McLaren, 2002) et elles 
sur-expriment des marqueurs de cellules de Sertoli : Sox9 et Amh (Wilhelm et al., 2005). 
L’invalidation de Pgds chez la souris induit un retard de la différenciation testiculaire. L’expression 
de Sox9 est diminuée chez les mutants homozygotes et la formation des cordons séminifères 
décalée à 14.5 jpc (au lieu de 12.5 jpc). A 17.5 jpc cependant, les testicules Pgds-/- ont rattrapé leur 
retard et présentent une organisation comparable à celle des testicules contrôles (Moniot et al., 
2009). La voie de la PGD2 n’est donc pas nécessaire à la différenciation testiculaire, mais elle 
permet le recrutement de nouvelles cellules exprimant Sox9 dans la gonade XY. 
 
- FGF9 et FGFR2 sont nécessaires au maintien de l’expression de Sox9 
 Les facteurs de croissance FGF (Fibroblast growth factor) agissent en se fixant sur des 
récepteurs à activité tyrosine kinase, les FGFR (Fibroblast growth factor-receptor), ou en 
interagissant avec certaines molécules de la matrice extracellulaire.  
 
Chez la souris, Fgf9 est présent dans les gonades des deux sexes à 11.5 jpc puis son 
expression devient spécifique de la gonade XY à 12.5 jpc (Colvin et al., 2001 ; Schmalh et al., 2004). 
Son invalidation induit une inversion du sexe de type femelles XY qui est marquée par une 
variabilité de la dysgénésie testiculaire (féminisation des gonades XY plus ou moins complète) 
(Colvin et al., 2001). A 11.5 jpc les gonades XY Fgf9-/- sont semblables aux gonades XY contrôles et 
l’expression de Sox9 est comparable dans les deux conditions. A 12.5 jpc, les auteurs observent une 
diminution de la taille des gonades XY Fgf9-/- qui est due à un défaut de prolifération (Schmalh et 
al., 2004). A ce stade, l’expression de Sox9 est drastiquement diminuée et disparait ensuite, 
conduisant à un défaut de la différenciation des cellules de Sertoli et de la formation des cordons 
séminifères (Colvin et al., 2001). Ces travaux montrent que FGF9 n’est pas requis pour initier 
l’expression de Sox9 mais qu’il est nécessaire au maintien de son expression. FGF9 est capable 
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d’induire l’expression de Sox9 dans un système in vitro (Kim et al., 2006). En retour, l’expression de 
Fgf9 dépend de celle de Sox9, l’expression de Fgf9 étant drastiquement diminuée dans des gonades 
XY Sox9-/- (Kim et al., 2006). Il semble donc exister une boucle de régulation entre ces deux 
facteurs.  
 
 FGFR2 est le seul des 4 FGFR qui présente un profil d’expression en faveur du testicule. 
D’abord exprimé dans les deux sexes, son expression devient sexuellement dimorphique en faveur 
du testicule à 11.5 jpc où il est détecté dans le noyau des cellules de pré-Sertoli (Schmalh et al., 
2004). L’invalidation de Fgfr2 est létale avant le déterminisme du sexe (Xu et al., 1998 ; Bagheri-
Fam et al., 2008). Son implication dans la différenciation testiculaire a cependant pu être étudiée 
grâce à son invalidation inductible (via l’utilisation d’une Cre recombinase inductible par choc 
thermique) ou conditionnelle dans les précurseurs des cellules de Sertoli (utilisation d’une Cre 
recombinase s’exprimant sous le contrôle du promoteur de Sf1) (Kim et al., 2007 ; Bagheri-Fam et 
al., 2008). Dans les deux cas, le phénotype testiculaire des souris Fgfr2-/- récapitule celui des souris 
Fgf9-/-. Ces travaux soulignent le rôle de la voie FGF9/FGFR2 au sein de la cellule de pré-Sertoli 
pour maintenir l’expression de Sox9. 
 
 SOX9 est donc le gène majeur de la différenciation testiculaire en aval de SRY. Il est 
nécessaire et suffisant pour induire la différenciation des cellules de Sertoli et la formation de 
testicules chez la souris (Chaboissier et al., 2004 ; Barrionuevo et al., 2006 ; Vidal et al., 2001).  
Néanmoins, son invalidation conditionnelle après la période de détermination du sexe et la 
formation des cordons séminifères permet un développement testiculaire normal même si les 
souris développent une stérilité avec l’âge (Barrionuevo et al., 2009). SOX9 n’est pas non plus 
requis pour induire la différenciation de testicules dans un contexte génétique particulier où il est 
invalidé en même temps que des gènes de la voie ovarienne : Rspo1 (Lavery et al., 2012) ou Ctnnb1 
(Nicol et Yao, 2015). Ces données montrent que d’autres facteurs sont impliqués dans la 
différenciation des cellules de Sertoli.  
 
 A2. D’autres protéines SOX : SOX8 et SOX10 
 
 La famille des gènes SOX est organisée en sous-groupes en fonction de l’homologie 
observée entre ses membres. SOX9 appartient au sous-groupe E qu’il partage avec SOX8 et SOX10. 
Sox8 est exprimé dès 12 jpc dans les cellules de Sertoli (Schepers et al., 2003). Son invalidation 
chez la souris n’a pas d’effet sur le développement fœtal du testicule (Sock et al., 2001), mais 
entraine une infertilité 5 mois après la naissance, suite à la dérégulation de la spermatogenèse 
(O’Bryan et al., 2008). De manière intéressante, l’invalidation conditionnelle de Sox9 après la 
formation des cordons séminifères, grâce à l’utilisation d’une Cre recombinase s’exprimant sous le 
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contrôle du promoteur de l’Amh, récapitule le phénotype obtenu avec l’invalidation de Sox8, 
suggérant que SOX8 puisse renforcer l’action de SOX9 dans le développement testiculaire. Ainsi la 
double invalidation de Sox8 et Sox9* (Amh-Cre+/- ;Sox9Δ/Δ;Sox8-/-, Barrionuevo et al., 2009) a un effet 
plus important que l’invalidation conditionnelle seule de Sox9, ou l’invalidation de Sox8. Les 
testicules présentent une diminution du nombre de cordons séminifères, qui ont par ailleurs une 
structure aberrante marquée par une désorganisation des jonctions cellulaires. SOX8 régule en 
effet l’organisation de la barrière hémato-testiculaire en activant directement l’expression de la 
Claudin-3 (Singh et al., 2013). De plus, comme SOX9, SOX8 est capable d’interagir avec SF1 et de se 
fixer sur le promoteur de Amh pour activer son expression (Schepers et al., 2003). Chez les doubles 
mutants Amh-Cre+/- ;Sox9Δ/Δ;Sox8-/-, l’expression de Amh est diminuée et les souris XY présentent un 
double tractus avec présence de cornes utérines et d’oviductes (Barrionuevo et al., 2009). A ce 
jour, il n’y a pas d’association entre des mutations de SOX8 et des cas de DSD chez l’Homme. 
 
 Une duplication de la région 22q chez l’Homme, à proximité de laquelle est situé SOX10 
(22q13.1), est impliquée dans un cas de 46, XX DSD ovotesticulaire caractérisé par des ambigüités 
génitales, la présence d’un vagin et d’un utérus rudimentaires et de gonades asymétriques, avec 
une gonade contenant du tissu ovarien et l’autre présentant des structures en cordons testiculaires 
(Aleck et al., 1999 ; Seeherunvong et al., 2004). Chez la souris, Sox10 a une expression spécifique du 
testicule à partir de 11.5 jpc, où il est détecté dans les cellules de Sertoli (Polanco et al., 2010). Il est 
capable d’activer l’expression de l’Amh comme SOX9 et SOX8. Sa surexpression chez des souris XX 
induit une inversion sexuelle partielle ou complète suivant le niveau d’expression de Sox10 dans la 
lignée de souris transgéniques (Polanco et al., 2010). Ces données obtenues chez l’Homme et la 
souris suggèrent que SOX10 est impliquée dans la différenciation testiculaire. Son invalidation chez 
la souris induit une létalité des fœtus entre 16.5 jpc et la naissance (Britsch et al., 2001) et n’a pas 
d’effet sur la différenciation testiculaire jusqu’à ce stade (Georg et al., 2012). A l’hétérozygotie, les 
animaux présentent un défaut de pigmentation et de la régulation intestinale et constituent un 
modèle d’étude pour la maladie de Hirschsprung (Lane and Liu, 1984 ; Britsch et al., 2001). 
 
 A3. DMRT1 
 
 Le gène DMRT1 (Dsx and Mab-3-related Transcription factor 1) code pour un facteur de 
transcription possédant un domaine de liaison à l’ADN en doigt de zinc au niveau du domaine DM. 
Ce gène a été identifié grâce à des homologies de séquences avec les domaines de Dsx (Double sex) 
chez la drosophile et de Mab-3 (Male abnormal-3) chez C. elegans. Chez ces espèces comme chez la 
plupart des métazoaires, les gènes à domaine DM sont impliqués dans la différenciation sexuelle (à 
l’échelle gonadique) et/ou l’expression du dimorphisme sexuel (à l’échelle de l’individu) (pour 
revue, Matson et Zarkower, 2012). 
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 A3-1. Rôle de DMRT1 chez la souris 
 
 Chez la souris, Dmrt1 est exprimé dans les crêtes génitales des animaux des deux sexes. 
Après la détermination sexuelle, il est détecté dans le testicule aux niveaux des cordons 
séminifères et marque les cellules de Sertoli et les cellules germinales jusqu’à leur entrée en 
méiose (Raymond et al., 1999 ; Matson et al., 2010). Il est également détecté dans les cellules 
germinales de l’ovaire jusqu’à 14.5 jpc (Raymond et al., 1999). Dans les cellules germinales mâles 
et femelles, DMRT1 joue un rôle dans leur différenciation en contrôlant la transition 
mitose/méiose (Matson et al., 2010 ; Krentz et al., 2011).  
 
- Les études « perte de fonction » de Dmrt1 
L’invalidation totale de Dmrt1 n’a pas d’effet sur la différenciation testiculaire mais 
perturbe le développement post-natal du testicule (Raymond et al., 2000). Les testicules Dmrt1-/- 
adultes présentent une diminution du poids testiculaire qui est du à l’absence de cellules 
germinales dès 2 semaines après la naissance. Des cordons séminifères persistent ; ils contiennent 
des cellules de Sertoli en surnombre présentant un défaut de maturation.  
 
 De façon remarquable, l’invalidation conditionnelle de Dmrt1 dans les cellules de Sertoli 
pendant la vie fœtale (via l’utilisation d’une Cre-recombinase s’exprimant sous le contrôle de Sf1 
ou de Dhh) conduit à la trans-différenciation des cellules de soutien mâles en cellules de type-
granulosa après la naissance (Matson et al., 2011). Les auteurs étudient la mise en place de cette 
trans-différenciation en détaillant la chronologie de la surexpression du facteur ovarien FOXL2 
dans les cellules de Sertoli Dmrt1-/- (scKO Dmrt1) ; 7 jours après la naissance, les cellules scKO 
Dmrt1 expriment SOX9, 14 jours après la naissance, SOX9 et FOXL2 sont co-détectées au sein de 
certaines cellules scKO Dmrt1, et à 28 jours, la grande majorité des cellules scKO Dmrt1 expriment 
FOXL2 (Matson et al., 2011). Grâce à des expériences de ChIP, les auteurs montrent que DMRT1 
interagit directement avec des séquences situées en amont et en aval de Sox9, et à proximité de 
Foxl2, suggérant qu’il régule directement leur expression. Il faut cependant noter le délai (2 sem) 
entre la perte de fonction de DMRT1 et son effet sur l’expression de Foxl2 et Sox9, délai qui est 
important pour une régulation directe.  
L’étude du profil transcriptomique des cellules scKO Dmrt1 réalisé à 28 jpp (jours post-
partum) montre la surexpression de gènes normalement exprimés par la cellule de granulosa 
(Foxl2, Lrh1, Wnt4, Fst, Erα, Erβ…) et l’extinction de gènes marqueurs de la cellule de Sertoli (Sox9, 
Sox8, Ptgdr…) (Matson et al., 2011). Néanmoins, ces résultats ne permettent pas de conclure si la 
diminution de l’expression des gènes de la voie mâle et notamment de Sox9 est due à l’absence de 
DMRT1 ou à la surexpression du programme génétique femelle. L’ensemble de ces résultats 
montrent que (i) l’identité mâle de la cellule de soutien n’est pas établie de façon définitive mais 
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qu’elle a besoin d’être maintenue activement tout au long de la vie de l’individu, (ii) la présence de 
SOX9 ne suffit pas et DMRT1 est nécessaire au maintien de l’identité de la cellule de Sertoli après la 
naissance, et (iii) la co-expression de SOX9 et FOXL2 au sein de la même cellule révèle que la 
surexpression de FOXL2 n’est pas due à la diminution de l’expression du gène Sox9 mais à 
l’absence de DMRT1. En son absence, la cellule de Sertoli change de sexe.  
 
- Les études « gain de fonction » de Dmrt1 
La surexpression de Dmrt1 dans la gonade XX est suffisante pour induire la trans-
différenciation des cellules de la granulosa en cellules de type-Sertoli (Lindeman et al., 2015), et 
cela, dès la vie fœtale (Zhao et al., 2015). La gonade XX transgénique surexprimant Dmrt1 présente 
une masculinisation incomplète d’un point de vue histologique. Elle est marquée par des défauts de 
la morphogenèse testiculaire, notamment aux niveaux de la prolifération cellulaire et de la 
formation des cordons séminifères. Malgré cela, les études moléculaires montrent que la 
surexpression de Dmrt1 a un effet sur tous les types cellulaires de la gonade XX : les cellules de 
soutien ont inhibé le programme génétique des cellules de la granulosa et surexpriment Sox9, Sox8, 
Amh…etc. ; la production de testostérone est active comme le montre la surexpression des 
enzymes de la stéroïdogenèse, et les cellules germinales n’entrent pas en méiose comme elles le 
devraient dans une gonade XX normale (surexpression de Cyp26b1, Nanos2, inhibition de 
marqueurs de méiose : Stra8, Sycp3) (Zhao et al., 2015).  
 
Les expériences fonctionnelles réalisées chez la souris montrent donc que DMRT1 n’est pas 
requis pour la détermination testiculaire chez cette espèce ; il y est cependant nécessaire pour 
maintenir l’identité de la cellule de Sertoli après la naissance (Matson et al., 2011). En plus de ce 
rôle de gardien de l’identité testiculaire, DMRT1 est capable, dans un contexte particulier où SRY 
est absent, d’activer la différenciation de cellules de Sertoli et d’organiser la différenciation 
testiculaire (Zhao et al., 2015). 
 
 A3-2. Conservation du rôle de DMRT1 chez les vertébrés 
 
 La protéine DMRT1 est bien conservée chez tous les vertébrés étudiés (Smith et al., 1999 ; 
Raymond et al., 1999 ; Herpin et Schartl, 2011 ; Matson et Zarkower, 2012). Chez certains 
vertébrés non mammaliens où Sry est absent, DMRT1 joue le rôle de facteur de détermination 
testiculaire, à l’origine de l’activation de SOX9 et de la cascade génétique mâle (Figure 9). 
 
 - Chez le médaka (système de détermination sexuelle XX/XY), le gène Dmy (DM domain Y) 
serait issu d’une duplication de Dmrt1a sur le chromosome Y (Matsuda et al., 2002). DMY est 
nécessaire et suffisant pour induire le développement d’individus mâles : son haplo-insuffisance 
chez des individus XY induit une inversion sexuelle et le développement de femelles XY (Matsuda 
Figure 9 : Conservation du rôle de DMRT1 chez les vertébrés. Chez le médaka, le xénope 
et le poulet, DMRT1 est considéré comme étant le facteur de détermination testiculaire (TDF) car il 
nécessaire et suffisant pour induire la masculinisation des gonades en testicules. Chez les 
mammifères, SRY est le TDF. Des mutations de DMRT1 chez l’Homme montrent qu’il peut être 
impliqué dans la différenciation testiculaire très précocement au cours du développement gonadique, 
la présence de SRY et SOX9 n’étant pas suffisante pour garantir la masculinisation des gonades XY et 
des tractus génitaux. Chez la souris, l’invalidation de Dmrt1 n’a pas d’effet pendant la vie fœtale. En 
revanche, des expériences de transgénèse additive chez des embryons XX montrent qu’il est 
compétant pour activer la différenciation de testicules en l’absence de Sry et de Sox9.     
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cKO Sertoli 
transdifférenciation 
après la naissance 
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pendant la vie fœtale 
rôle post-natal 
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et al., 2002), et sa surexpression chez des individus XX induit le développement de testicules et de 
mâles XX (Matsuda et al., 2007).  
 
 - Chez le xénope (système de détermination sexuelle ZZ/ZW), DMRT1 est détecté dans les 
crêtes génitales des deux sexes ; de manière surprenante, son expression ne s’éteint pas dans les 
gonades femelles (ZW) mais perdure et augmente au cours de la différenciation gonadique, comme 
ce qui peut être observé dans les gonades mâles (ZZ) (Yoshimoto et al., 2008). Pourtant, chez les 
mâles (ZZ), DMRT1 est le facteur déterminant du testicule et sa surexpression dans des embryons 
ZW induit le développement de testicules (Yoshimoto et al., 2010). En fait, chez cette espèce, le 
sexe est déterminé par la présence ou l’absence d’un déterminant ovarien, DM-W (W-linked 
paralogue of DMRT1). DM-W possède 89% d’homologie avec DMRT1 au niveau du domaine DM 
d’interaction avec l’ADN mais sa partie C-terminale est plus courte d’une centaine d’acides aminés, 
le privant de son domaine de trans-activation. DM-W est exprimé exclusivement dans les gonades 
ZW. Sa sur-expression chez des embryons ZZ ou sa sous-expression chez embryons ZW conduisent 
à la formation d’ovotesticules (Yoshimoto et al., 2008 ; Yoshimoto et al., 2010). Des expériences 
réalisées in vitro montrent que DM-W bloque l’activité transcriptionnelle de DMRT1 (Yoshimoto et 
al., 2010). DM-W apparait donc comme un dominant négatif de DMRT1 chez les embryons ZW, 
bloquant son action masculinisante et conduisant au développement d’ovaires. 
 
 - Chez le poulet (système de détermination sexuelle ZZ/ZW), DMRT1 est localisé sur le 
chromosome Z, et c’est sa double dose chez les animaux ZZ qui serait responsable de la 
différenciation testiculaire. La sous-expression de DMRT1 au moyen de la technique d’interférence 
ARN (siRNA) chez des embryons ZZ conduit à la sous-expression de SOX9 et à la féminisation des 
gonades (Smith et al., 2009). A l’inverse, sa surexpression chez des embryons ZW est capable de 
masculiniser la gonade (Lambeth et al., 2014). DMRT1 apparait donc comme le facteur 
déterminant du testicule chez le poulet. 
 
 - Dans l’espèce humaine, DMRT1 est localisé en position 9p24.3 (Raymond et al., 1998). Des 
délétions du bras court du chromosome 9 (9p) sont responsables d’un syndrome associant retard 
mental et malformations de la face et du cœur. De plus, chez 70% des patients XY, des dysgénésies 
testiculaires responsables d’inversions sexuelles sont observées (femmes XY) (Bennett et al., 
1993 ; Veitia et al., 1997). Ces délétions touchent DMRT1 mais aussi 2 autres gènes DMRT (DMRT2 
et 3) organisés en cluster (Raymond et al., 1999). L’implication directe de DMRT1 dans le 
phénotype d’inversion sexuelle restait donc à démontrer. 
 
 En 2010, Mello et collaborateurs décrivent une mutation ponctuelle (insertion) 
hétérozygote dans la région 3’ non codante (3’UTR- 3’ untranslated region) de DMRT1 (Mello et al., 
2010). La mutation introduit un site d’épissage dans la séquence pouvant provoquer une 
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perturbation de la stabilité de l’ARNm (Mello et al., 2010). Au niveau phénotypique, le patient 
présente une dysgénésie testiculaire bilatérale modérée, marquée par une hypoplasie des cordons 
séminifères et une hyperplasie des cellules de Sertoli, comme ce qui est obtenu lors de 
l’invalidation totale de Dmrt1 chez la souris (Raymond et al., 2000). Un autre cas de mutation 
affectant exclusivement la séquence codante de DMRT1 a été décrite ; il s’agit de la délétion des 
exons 3 et 4 de DMRT1 chez une fillette XY (Ledig et al., 2012). Celle-ci possède une gonade 
dysgénésique présentant du tissu testiculaire du côté droit, et un ovaire dysgénésique avec 
présence de follicules et de cellules germinales du côté gauche. Le tractus génital est double, avec à 
droite, des canaux déférents, et à gauche, un hémi-utérus. 
  
 Récemment, une mutation ponctuelle de DMRT1 a été décrite chez une femme XY (Murphy 
et al., 2015). La patiente est parfaitement féminisée et possède des ovaires en bandelettes 
fibreuses (cas de dysgénésie testiculaire complète). Elle porte une mutation hétérozygote de 
DMRT1 (R111G) au niveau du domaine DM qui affecte l’affinité et la spécificité de liaison à l’ADN 
de la protéine. Dans cette étude, les auteurs montrent par ailleurs que DMRT1 peut agir sous forme 
de dimère, trimère ou tétramère pour réguler l’expression de ses gènes cibles, la stoechiométrie 
utilisée dépendant de la conformation génomique (nombre d’éléments de réponse à DMRT1 
présents) ou structurelle de la chromatine. Ainsi, en plus de posséder une affinité et une spécificité 
différente pour l’ADN, la protéine DMRT1R111G perturbe la stoechiométrie de fixation de la protéine 
sauvage sur ses cibles lorsque les deux formes sont co-exprimées (Murphy et al., 2015). Ce résultat 
montre que DMRT1R111G agirait comme un dominant négatif. L’existence de ce cas montre que 
DMRT1 est nécessaire à la différenciation testiculaire très précocement chez l’Homme. 
 
 En conclusion, DMRT1 a conservé un rôle précoce dans la différenciation testiculaire depuis 
C. elegans jusqu’à l’espèce humaine. Néanmoins, cette fonction ne semble pas avoir été conservée 
chez la souris où Dmrt1 apparait jouer un rôle plus tardivement, dans le maintien de l’identité des 
cellules de Sertoli après la naissance (Figure 9).  
 
 B. La cellule de Sertoli est le chef d’orchestre de la différenciation 
testiculaire 
 
 Les cellules de Sertoli sont les premières cellules de la gonade XY à se différencier suite à 
l’action de SRY et SOX9. Elles vont ensuite orchestrer la suite des événements morphogénétiques 
dans le testicule. Dans ce paragraphe, je parlerai de leur rôle dans la formation des cordons 
séminifères et dans la différenciation des autres types cellulaires du testicule. Notamment, nous 
verrons que les cellules de Sertoli produisent des facteurs diffusibles qui vont induire la 
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différenciation des cellules de Leydig fœtales et réguler la différenciation des cellules germinales 
XY.  
 
 B1. La formation des cordons séminifères 
 
 B1-1. La formation des cordons séminifères requiert la migration de cellules du 
mésonéphros 
 
Les cordons séminifères sont constitués de trois types cellulaires : les cellules de Sertoli, les 
cellules germinales, et les cellules myoïdes péritubulaires localisées à la base. Les cellules de Sertoli 
se regroupent et adhèrent entre elles via des moyens de jonction autour des cellules germinales 
(Figure 7) (Gassei et al., 2008). Les cordons séminifères peuvent se former dans des gonades XY 
We/We dépourvues de cellules germinales, indiquant que les cellules germinales ne sont pas 
nécessaires à la formation des cordons (Buehr et al., 1993b). 
 
Des expériences de cultures de gonades XY démontrent que la formation des cordons 
séminifères requiert en revanche la migration de cellules provenant du mésonephros (Buehr et al., 
1993a ; Merchant-Larios et al., 1993 ; Martineau et al., 1997 ; Tilmann and Capel, 1999). L’absence 
de mésonephros ou la présence d’une membrane entre la gonade XY et le mésonephros 
normalement adjacent, bloque la formation des cordons testiculaires mais n’affecte pas la 
différenciation des cellules de Sertoli (Buehr et al., 1193a ; Martineau et al., 1997). La présence 
d’un mésonephros, qu’il soit XY ou XX accolé à la gonade XY embryonnaire, induit la formation de 
cordons séminifères (Martineau et al., 1997). Ces expériences montrent que le testicule exerce un 
pouvoir chémo-attractant sur des cellules du mésonephros.  
 
Plusieurs facteurs ont été impliqués dans la migration des cellules du mésonephros : la 
neurotrophine-3 (Cupp et al., 2000), les facteurs “hepatocyte growth factor” (HGF) (Ricci et al., 
2002) et “platelet-derived growth factor” (PGDF) (Brennan et al., 2003 ; Smith et al., 2005) sont des 
molécules sécrétées par les cellules de Sertoli pour recruter des cellules du mésonephros. Le 
blocage de leur signalisation altère la migration des cellules du mésonephros et la formation des 
cordons séminifères. 
 
 B1-2. Identification des cellules endothéliales comme étant la population cellulaire 
migrant depuis le mésonéphros 
 
 Il a d’abord été suggéré que les cellules migrant depuis le mésonéphros correspondaient 
aux cellules myoïdes péritubulaires, de par leur morphologie et la fonction qu’elles accomplissent. 
Les cellules myoïdes péritubulaires sont en effet localisées à la base des cordons. Elles développent 
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des interactions avec les cellules de Sertoli et ensemble les deux cellules sécrètent les facteurs de la 
matrice extracellulaire à l’origine de la lame basale (Tung et al., 1984 ; Skinner et al., 1985).  
 
La combinaison de gonades XY sauvages avec des mésonéphros transgéniques exprimant la 
eYFP sous le contrôle du promoteur de α-Sma a permis d’éliminer les cellules myoïdes 
péritubulaires de la population de cellules migrant du mésonéphros (Cool et al., 2008). La protéine 
α-Sma (α-Smooth Muscle Actin) est un marqueur de cellules musculaires, fortement et 
spécifiquement exprimé dans les cellules myoïdes péritubulaires dans le testicule à partir de 15.5 
jpc. Ainsi chez les souris transgéniques, la eYFP est détectée dans la majeure partie des cellules de 
l’interstitium, à l’exception notable des cellules endothéliales. Après combinaison de mésonéphros 
exprimant la eYFP avec des gonades XY sauvages, les cellules retrouvées dans les gonades après 
36h de culture ne sont pas fluorescentes, ce qui montre que les cellules migrant depuis le 
mésonephros ne seraient pas les cellules myoïdes péritubulaires mais les cellules endothéliales 
(Cool et al., 2008).  
D’autres expériences de combinaisons de gonades XY sauvages mais avec un mesonéphros 
exprimant la eGFP sous le contrôle d’un promoteur ubiquiste (Combes et al., 2009) démontrent 
que ce sont en fait les cellules endothéliales qui sont les cellules migrant du mésonephros 
nécessaires à la formation des cordons. Dans leurs expériences, des cellules co-exprimant la GFP 
avec un marqueur des cellules endothéliales, la VE-cadhérine, (Vascular Endothelial-cadherine) 
sont détectés entre les cordons séminifères, comme si elles segmentaient le testicule en cordons. 
En effet, la formation du réseau vasculaire testiculaire a plus qu’un rôle nutritif ou endocrine, elle 
est aussi impliquée dans la mise en place des cordons testiculaires. L’utilisation d’un anticorps 
dirigé contre le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine interrompt la migration des cellules 
endothéliales et la formation des cordons séminifères. Par ailleurs, l’utilisation de marqueurs des 
autres types cellulaires du testicule confirme que les cellules endothéliales sont bien les seules 
cellules migrant depuis le mésonéphros (Combes et al., 2009). 
 
 B2. Les cellules de Leydig fœtales 
 
  Les cellules de Leydig sont les cellules stéroïdogènes du testicule qui se différencient dans 
le compartiment interstitiel. On distingue les cellules de Leydig fœtales des cellules de Leydig 
adultes. Les cellules de Leydig fœtales apparaissent entre 12.5 et 13 jpc chez la souris, soient 24h 
après la différenciation des cellules de Sertoli. Leur nombre augmente entre 12.5 et 15.5 jpc jusqu’à 
la naissance, grâce à un mécanisme de recrutement de cellules progénitrices, les cellules de Leydig 
fœtales n’ayant pas d’activité mitotique (Orth et al., 1982). Leur nombre décroit ensuite et elles 
disparaissent après la naissance pour laisser place aux cellules de Leydig adultes. 
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 Les cellules de Leydig fœtales produisent des hormones impliquées dans la masculinisation 
du tractus génital. En collaboration avec les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig fœtales 
produisent les androgènes responsables du maintien et de la différenciation des canaux de Wolff 
en voies génitales mâles (Shima et al., 2013). Elles produisent également l’INSL3 (Insuline-like-3) 
qui joue un rôle dans la différenciation du ligament gubernaculum nécessaire à la descente des 
testicules depuis la région abdominale vers le scrotum (Zimmermann et al., 1999). Des anomalies 
du développement testiculaire entrainant une hypoplasie Leydigienne conduisent au 
développement d’une cryptorchidie, autrement dit, à la mauvaise descente des testicules dans le 
scrotum. La température du scrotum est inférieure de 4°C à la température corporelle, et cette 
différence est nécessaire au développement de la lignée germinale mâle. Des testicules restés en 
position abdominale ou inguinale entrainent un risque de développer des tumeurs 
(gonadoblastomes) et une infertilité (Habert et al., 2001 ; Zimmermann et al., 1999). 
 
B2-1. Origine des cellules de Leydig fœtales 
  
 L’origine des cellules de Leydig fœtales a pu être déterminée récemment grâce à la 
découverte de marqueurs permettant de discriminer les différents types cellulaires de 
l’interstitium. Néanmoins, dès 1998, Karl et Capel montrent que l’épithélium cœlomique en 
prolifération est à l’origine des cellules de Sertoli mais aussi de cellules localisées dans 
l’interstitium. Ces travaux sont réalisés grâce à l’incorporation d’un colorant lipophile dans les 
cellules de l’épithélium cœlomique. Les auteurs observent le devenir des cellules colorées plus tard 
au cours du développement testiculaire, discriminant les cellules localisées au sein des cordons de 
celles localisées en dehors. Faute de marqueur des cellules de Leydig fœtales, cette technique n’a 
pas permis de conclure quant à la nature des cellules interstitielles colorées (Karl et Capel, 1998). 
Plus récemment, DeFalco et collègues ont réussi à caractériser plusieurs populations cellulaires au 
sein de l’interstitium grâce à l’étude de l’expression d’une famille de facteurs de transcription, les 
MAF. Ils montrent ainsi que les cellules de Leydig fœtales sont issues de cellules exprimant MAFB 
et C-MAF. Les cellules exprimant ces facteurs ont pour origine les cellules de l’épithélium 
cœlomique (positives pour MAFB) et celles issues de la jonction gonade-mésonéphros (positives 
pour C-MAF) (DeFalco et al., 2011).  
 
B2-2. Différenciation des cellules de Leydig fœtales sous l’effet de facteurs Sertoliens 
 
 La différenciation des cellules de Leydig fœtales se fait ensuite sous l’action des cellules de 
Sertoli. Celles-ci produisent au moins deux facteurs diffusibles nécessaire à la mise en place des 
caractéristiques des cellules de Leydig: DHH et PDGF-A ; 
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 - Dhh (Desert hedgehog) est exprimé par les cellules de Sertoli dès 11.5 jpc chez la souris 
(Bitgood et al., 1996 ; Yao et al., 2002), et son récepteur, Ptch1 (Patched 1) par les cellules de 
l’interstitium à 12.5 jpc (Yao et al., 2002). L’invalidation de Dhh bloque la différenciation des 
cellules de Leydig (Pierrucci-Alves et al., 2001 ; Yao et al., 2002). Les testicules mutants présentent 
des cordons séminifères exprimant les marqueurs des cellules de Sertoli, et la migration des 
cellules du mésonéphros est normale. Cependant, le nombre de cellules stéroïdogènes dans 
l’interstitium est drastiquement diminué. Grâce à des expériences in vitro où des testicules 
contrôles sont mis en culture avec un inhibiteur de la signalisation DHH (la cyclopamine), les 
auteurs montrent que c’est cette voie spécifiquement, qui est impliquée dans la différenciation des 
cellules de Leydig fœtales (Yao et al., 2002). La mutation perte de fonction du gène HHAT/Hhat 
(HedgeHog Acyl-Transferase), codant pour une protéine impliquée dans l’apport de modifications 
post-traductionnelles des ligands Hedgehog, conduit à une dysgénésie testiculaire marquée par 
une absence de marqueurs Leydigiens chez l’Homme et la souris, ce qui confirme l’implication de la 
voie DHH/PTCH1 dans la différenciation des cellules de Leydig fœtales (Callier et al., 2014). Par 
ailleurs, la surexpression de Dhh dans des gonades XX de souris conduit au développement de 
cellules de Leydig fœtales fonctionnelles dans l’ovaire (Barsoum et al., 2009) : les femelles sont 
masculinisées et les ovaires sont descendus. 
 
 - De façon similaire, Pdgf-a (Platelet-derived growth factor-a) est exprimé par les cellules 
de Sertoli, et son récepteur Pdgfrα (Pdgf receptor-alpha) par des cellules de l’interstitium. 
L’invalidation du ligand ou de son récepteur induit une désorganisation du testicule, avec une 
altération de la formation des cordons séminifères, et une diminution drastique voire l’absence de 
cellules de Leydig fœtales différenciées (Gnessi et al., 2000 ; Brennan et al., 2003). 
 
B2-3. Autres acteurs de la différenciation des cellules de Leydig fœtales 
 
 D’autres facteurs que les molécules de signalisation mentionnées précédemment sont 
impliqués dans la différenciation des cellules de Leydig, et ceci indépendamment des cellules de 
Sertoli. Parmi eux SF1, ARX ainsi que la voie de signalisation Notch. 
 
- Sf1 est exprimé dans les cellules stéroïdogènes où il contrôle l’expression des gènes 
codant pour les enzymes de la stéroïdogenèse (Morohashi et al., 1992). Dans le testicule en 
différenciation, Sf1 est exprimé dans l’épithélium cœlomique en prolifération, à la fois dans les 
précurseurs des cellules de Sertoli et les précurseurs des cellules de Leydig (Ikeda et al., 1994). 
Une fois les cordons séminifères formés, l’expression de SF1 diminue dans les cellules de Sertoli, et 
augmente dans les cellules de Leydig au moment où elles commencent à exprimer les enzymes de 
la stéroïdogenèse (Hatano et al., 1994), suggérant que SF1 régule la différenciation des cellules de 
Leydig. Comme je l’ai précédemment mentionné au cours de mon introduction, l’invalidation de Sf1 
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induit une dysgénésie gonadique totale (Luo et al., 1994) ; néanmoins, son invalidation 
conditionnelle uniquement dans la lignée stéroïdogène du testicule (grâce à l’utilisation d’une 
Amhr2-Cre recombinase) confirme l’implication de SF1 dans la différenciation des cellules de 
Leydig foetales (Jeyasuria et al., 2004). Les testicules mutants sont de petite taille et localisés en 
position abdominale, témoignant d’un déficit en INSL3. Le tractus génital est absent, signifiant un 
défaut de production de testostérone pour maintenir et masculiniser les canaux de Wolff, mais la 
synthèse efficace d’AMH pour induire la régression des canaux de Müller (Chap2_III-C1). Au 
niveau histologique, les testicules mutants sont marqués par la présence de tubes séminifères 
dépourvus de cellules germinales, ce qui semble être lié à l’incapacité pour les cellules de Sertoli de 
soutenir la spermatogenèse en l’absence de testostérone. Dans l’interstitium, il n’y a pas 
d’expression des enzymes de la stéroïdogenèse indiquant un défaut de différenciation des cellules 
de Leydig (Jeyasuria et al., 2004).  
 
 - ARX (Aristaless Related Homeobox) est un facteur de transcription à homéodomaine 
exprimé par les précurseurs des cellules de Leydig fœtales (Miyabayashi et al., 2013). Son 
expression est détectée dans les cellules de l’épithélium cœlomique et à la jonction gonade-
mésonephros, de façon similaire à celle des facteurs MAF décrits précédemment. Malgré tout, ARX 
et SF1 ne sont jamais co-exprimés au sein de la même cellule, appuyant le fait qu’ARX marque une 
population précurseur des cellules de Leydig fœtales. Son invalidation chez la souris induit une 
diminution de la taille du testicule avec peu de cellules de Leydig, qui est associée à une petite taille 
des vésicules séminales (Kitamura et al., 2002). Des mutations chez l’Homme induisent le même 
phénotype. De façon surprenante, le défaut du nombre de cellules de Leydig fœtales observé à la 
naissance n’a pas d’effet sur la différenciation des canaux de Wolff puisque les vésicules séminales 
sont présentes. Cette donnée suggère une altération progressive du nombre de cellules de Leydig 
fœtales pendant le développement testiculaire, probablement via une diminution du pool de 
cellules progénitrices (Miyabayashi et al, 2013). 
 
 - A l’inverse des facteurs cités précédemment, la voie NOTCH inhiberait la différenciation 
des cellules de Leydig fœtales, en régulant le pool de leurs précurseurs (Tang et al., 2008). La voie 
de signalisation NOTCH est impliquée dans les régulations juxtacrines, c’est-à-dire entre des 
cellules voisines, l’une exprimant le ligand au niveau membranaire, l’autre le récepteur. 
L’inhibition de la voie NOTCH in vitro via des drogues ou l’invalidation de Hes1 (Hairy and enhancer 
of split-1), un effecteur de cette voie de signalisation, conduit à une augmentation du nombre de 
cellules de Leydig fœtales détectées. A l’inverse, lorsque la voie NOTCH est constitutivement active 
dans les progéniteurs somatiques, le nombre de cellules de Leydig fœtales est diminué. Dans une 
étude récente, l’équipe de Blanche Capel montre que le testicule serait capable de « sentir » le 
niveau de testostérone circulant et d’adapter en conséquence le nombre de progéniteurs des 
Figure 10 : La cellule de Sertoli empêche la différenciation des cellules germinales 
XY. L’acide rétinoïque (RA) est un inducteur de la méiose. Il est présent dans l’environnement du 
testicule. La cellule de Sertoli exprime l’enzyme CYP26B1 qui dégrade l’acide rétinoïque, et protège 
les cellules germinales XY de l’entrée en méiose. Elle exprime aussi FGF9 qui va agir directement sur 
les cellules germinales via son récepteur FGFR2. La signalisation FGF9/FGFR2 induit l’expression de 
Nanos et de Cripto dans les gonocytes mâles. NANOS2 prévient leur entrée en méiose. CRIPTO permet 
l’expression de Nodal dans une boucle de régulation autocrine. Comme NANOS2, NODAL bloque 
l’entrée en méiose et il maintient aussi la pluripotence des cellules germinales XY. 
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cellules de Leydig fœtales via la voie NOTCH. Les auteurs montrent que les cellules interstitielles 
localisées à proximité des cellules endothéliales expriment fortement le récepteur aux androgènes 
et Jagged1, le ligand de NOTCH (De Falco et al., 2013). 
 
 B3. La régulation du destin des cellules germinales XY 
 
 Les cellules germinales sont indifférenciées jusqu’à leur entrée dans la gonade. C’est 
l’environnement somatique dans lequel elles se trouvent qui va orienter leur devenir. Les cellules 
germinales XY sont rapidement localisées au sein des cordons séminifères qui les isolent et les 
protègent des signaux environnementaux. Chez la plupart des espèces de mammifères, les cellules 
germinales XX entrent en méiose pendant la vie fœtale, et les cellules germinales XY à la puberté. 
Chez les deux sexes, l’activation de Stra8 (Stimulated by retinoic acid-8) sous l’effet de l’acide 
rétinoïque conduirait à l’entrée en méiose des cellules germinales (Koubova et al., 2006 ; Bowles et 
al., 2006) (voir Chap3_I-B3).  
 Dans le testicule, les cellules germinales XY restent quiescentes jusqu’à la puberté sous 
l’action de facteurs testiculaires. Ce sont les cellules de Sertoli qui les englobent par leur 
cytoplasme qui vont soutenir le développement des cellules germinales XY (Figure 10). 
Chez la souris, plusieurs facteurs exprimés par les cellules de Sertoli ont été montré comme 
pouvant agir sur l’entrée en quiescence des cellules germinales XY. Parmi ceux-ci, on trouve 
CYP26B1 et FGF9. 
 
 - Cyp26b1 est exprimé par les cellules de Sertoli dès 11.5 jpc (Koubova et al., 2006 ; Bowles 
et al., 2006). Il code pour une enzyme qui dégrade l’acide rétinoïque. La mise en culture de 
testicules fœtaux à 13.5 jpc en présence d’un inhibiteur de CYP26B1 (le ketoconazole) induit la 
surexpression de gènes de méiose, et ces résultats sont confirmés par des études in vivo 
d’invalidation du gène (MacLean et al., 2007). Ainsi, dans la gonade XY, les cellules de Sertoli 
expriment cette enzyme, ce qui prévient l’entrée en méiose des cellules germinales XY. 
 
 - Fgf9 est exprimé dès 11.5 jpc dans les gonades des deux sexes. Son expression augmente 
dans le testicule à 12.5 jpc au niveau des cellules de Sertoli tandis qu’elle disparait dans l’ovaire 
(Chap2_III-B3). L’invalidation de Fgf9 chez la souris induit une perte par apoptose des cellules 
germinales XY, alors qu’elle est sans effet sur les cellules germinales XX. Ceci suggère que FGF9 est 
impliqué dans la survie des cellules germinales XY dans le testicule (DiNapoli et al., 2006). Son 
action est directe et passe par son récepteur FGFR2 (Bowles et al., 2010). Au sein des cellules 
germinales, cette signalisation FGF9/FGFR2 va avoir pour effet d’inhiber l’expression des gènes de 
méiose et d’augmenter celle de marqueurs de cellules germinales mâles, comme Nanos2. Cet effet 
peut être observé in vitro sur des gonades, ainsi que sur des cellules germinales isolées qu’elles 
soient XY ou XX (Barrios et al., 2010 ; Bowles et al., 2010). Nanos2 code pour une protéine de 
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liaison aux ARN dont le rôle dans le développement de la lignée germinale est conservé jusqu’aux 
invertébrés. Il est exprimé spécifiquement dans les gonocytes mâles. Son invalidation chez la 
souris provoque l’apoptose des cellules germinales mâles à partir de 15.5 jpc, mais avant de 
disparaitre, elles sur-expriment des gènes de méiose (Suzuki et Saga, 2008). De plus, la 
surexpression de Nanos2 dans les ovaires de souris transgéniques bloque l’entrée en méiose des 
cellules germinales XX (Suzuki et Saga, 2008).  
Par ailleurs, FGF9 active l’expression de Cripto2 chez des gonocytes XY et XX mises en 
culture (Spiller et al., 2012). CRIPTO est le récepteur de NODAL qui est un membre de la famille 
TGF-β (Transforming Growth Factor-β). Nodal et son récepteur sont exprimés spécifiquement dans 
les gonocytes mâles. Des études in vitro (Souquet et al., 2013) et in vivo (Spiller et al., 2013) 
montrent que NODAL bloque l’entrée en méiose des cellules germinales XY et les maintient dans 
un état de pluripotence.  
Ainsi, via la signalisation FGF9/FGFR2 et l’expression de CYP26B1, la cellule de Sertoli 
empêche la différenciation des gonocytes mâles en même temps qu’elle les maintient dans un état 
de pluripotence. 
 
 C. Les cellules de Sertoli à l’origine de deux hormones masculinisantes 
 
 En plus de son action locale dans l’organisation du testicule, la cellule de Sertoli est 
responsable de la production de deux hormones à l’origine de la masculinisation de l’embryon au 
cours de la période fœtale : l’AMH, mais aussi la testostérone qu’elle synthétise en collaboration 
avec la cellule de Leydig fœtale. 
 
 C1. L’AMH 
 
 L’AMH est l’hormone responsable de la régression des canaux de Müller chez les mâles. Elle 
est exprimée par les cellules de Sertoli dès 12.5 jpc et jusqu’à l’initiation de la spermatogenèse chez 
les individus XY (Münsterberg et Lovell-Badge, 1991). Dans la cellule de Sertoli, son expression est 
activée par SF1 en synergie avec SOX9 (Takada et al., 2006 ; de Santa Barbara et al., 1998) et 
d’autres facteurs, comme GATA4 et WT1 (Tremblay et al, 2001). L’AMH appartient à la famille des 
TGF-β. Ces facteurs agissent en se fixant à un récepteur de type II ce qui conduit au recrutement 
d’un récepteur de type I et à l’activation de la voie de signalisation des Smad (di Clemente et al., 
2003). La régression des canaux de Müller fait intervenir le récepteur de type II de l’AMH, appelé 
AMHR-II, exprimé au niveau du mésenchyme des canaux de Müller (Baarengs et al., 1994) et le 
récepteur de type-I ALK3 (aussi appelé BMPR1a) (Jamin et al., 2002).  
L’invalidation des gènes Amh (Behringer et al., 1994), Amhr2 (Mishina et al., 1996) ou 
Bmpr1a (Jamin et al., 2002) conduit à la persistance des canaux de Müller chez des souris XY 
Figure 11 : La stéroïdogenèse. Dans les cellules stéroïdogènes, la synthèse des hormones 
stéroïdes nécessite le transport du cholestérol dans la mitochondrie qui se fait via la protéine STAR. 
La première étape correspond à la coupure de la chaîne latérale du cholestérol par CYP11A pour 
former la prégnénolone. La prégnénolone quitte ensuite la mitochondrie pour le réticulum 
endoplasmique lisse où se produisent les autres étapes. La prégnénolone peut-être convertie en 
progestérone. CYP17 élimine la chaîne latérale de la prégnénolone ou de la progestérone en deux 
réactions successives, et les transforme en androgènes faibles (DHEA, androstenedione). La 17βHSD 
transforme ensuite ces androgènes faibles en testostérone. Dans les tissus périphériques, la 
testostérone peut-être réduite en DHT, à l’origine de la masculinisation des organes génitaux 
externes. CYP19 code l’aromatase, une enzyme clé qui transforme les androgènes en œstrogènes. 
 
3βHSD: 3-beta–hydroxysteroid dehydrogenase; 17βHSD: 17-beta–hydroxysteroid dehydrogenase; CYP11A: 
cholesterol monooxygenase (side chain cleavage); CYP17:  Cytochrome P450 17alpha hydroxylase/17,20 lyase; 
CYP19: Cytochrome P450 aromatase ; DHEA: Dihydroépiandrostenedione; DHT: Dihydrotestostérone; STAR: 
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parfaitement masculinisées. Le développement des testicules est normal malgré une hyperplasie 
Leydigienne. Chez l’homme, des mutations homozygotes au niveau des gènes AMH (Knebelmann et 
al., 1991) ou AMHR2 (Imbeaud et al., 1995) sont responsables du syndrome de persistance des 
canaux de Müller comme ce qui est observé chez les souris.  
 
 C2. La testostérone 
 
La testostérone est responsable du maintien des canaux de Wolff chez les individus XY. 
C’est une hormone stéroïde produite à partir du cholestérol, dont la synthèse nécessite l’action de 
plusieurs enzymes (Figure 11). La dernière étape est réalisée par l’enzyme 17β-hydroxysteroid 
dehydrogénase de type III (17βHSD3) et consiste en la conversion d’un androgène faible (en 
rapport avec son affinité pour le récepteur aux androgènes) : l’androstendione, en androgène fort : 
la testostérone. La testostérone peut être convertie en Dihydrotestostérone (DHT), un super 
androgène responsable de la masculinisation des organes génitaux externes.  
A l’âge adulte, la testostérone est produite par les cellules de Leydig, mais pendant la vie 
fœtale, sa synthèse nécessite la collaboration des cellules de Leydig fœtales et des cellules de 
Sertoli, en tout cas chez la souris (Shima et al., 2013). En effet, l’équipe de Ken-ichirou Morohashi a 
mis en place une lignée de souris transgéniques exprimant la eGFP sous le contrôle des séquences 
activatrices de Sf1 spécifiques des cellules de Leydig fœtales (Shima et al., 2012 ; Shima et al., 
2013). Grâce à cette lignée, les auteurs ont pu trier les différents types cellulaires du testicule fœtal, 
et y étudier l’expression des enzymes de la stéroïdogenèse. Ils montrent que les cellules de Leydig 
fœtales expriment les enzymes responsables de la synthèse d’androstendione, mais qu’elles sont 
incapables de produire la testostérone, n’exprimant pas 17βhsd3. Bouleversant ce qui était admis 
jusqu’alors, cette équipe démontre que le gène 17βhsd3 est exprimé par les cellules de Sertoli 
fœtales qui participent à la dernière étape de la synthèse de testostérone. 
 Le récepteur aux androgènes (AR) est exprimé tout au long du tractus génital et 
notamment, dans les cellules mésenchymateuses et stromales entourant les canaux de Wolff et des 
ébauches des organes génitaux externes (Cooke et al., 1991). Son invalidation chez la souris (souris 
ARKO) induit la féminisation des organes génitaux externes, une réduction du poids testiculaire et 
une absence de tractus génital, due à la dégénérescence des canaux de Wolff en plus de celle 
attendue des canaux de Müller (Yeh et al., 2002). Dans l’espèce humaine, des mutations 
homozygotes du gène codant le récepteur aux androgènes sont responsables du syndrome 
d’insensibilité aux androgènes (Imperato-McGinley et al., 1990). Les individus XY atteints 
présentent un morphotype féminisé, avec présence de testicules cryptorchides et absence 
d’organes génitaux internes.  
Figure 12 : Différentes chronologies du développement ovarien chez les 
mammifères (adapté de Monniaux et al., 2014 – Biol Reprod).  La chronologie du 
développement ovarien est représentée schématiquement pour quatre espèces de 
mammifères : la femme, la brebis, la chèvre et la souris. Les stades charnières sont 
indiqués aux extrémités des étapes. Notez la variabilité des temps de gestation et des 
différentes phases, notamment la phase de morphogenèse précoce qui est restreinte à 1 
journée chez la souris.  
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CHAPITRE 3 
La différenciation ovarienne 
 
I. La morphogenèse ovarienne 
 
 Tout comme le testicule, l’ovaire possède deux fonctions de reproduction : la gamétogenèse 
et la stéroïdogenèse. La fonction stéroïdogène est à l’origine de la synthèse d’œstrogènes. Ceux-ci 
vont agir au sein de l’ovaire pour contrôler la folliculogenèse, mais ils vont aussi réguler la 
physiologie de plusieurs tissus impliqués dans la fonction de reproduction à l’échelle de 
l’organisme, comme l’hypophyse ou l’utérus. En parallèle, la fonction de gamétogenèse conduit à la 
formation d’un ovocyte fécondable. Ces deux fonctions sont réalisées au sein des unités 
fonctionnelles de l’ovaire, les follicules.  
 La morphogenèse ovarienne est marquée par deux grandes étapes : l’entrée en méiose des 
cellules germinales XX et la formation des follicules. En plus de ces deux étapes, il existe 
notamment chez les ruminants une phase de morphogenèse précoce qui précède l’entrée en 
méiose des cellules germinales où une organisation typique de l’ovaire apparait. Cette phase de 
morphogenèse précoce fait l’objet du paragraphe suivant.  
 
 A. La morphogenèse précoce de l’ovaire 
 
Chez différentes espèces de mammifères et notamment chez les ruminants, l’ovaire 
commence à s’organiser dès sa différenciation et avant même l’entrée en méiose des cellules 
germinales. Cette phase précoce de morphogenèse est marquée par la mise en place de deux zones 
distinctes au sein de la gonade femelle : le cortex et la médulla. Dans le cortex, les cellules 
germinales sont majoritaires et prolifèrent activement. Les nids ovigères se forment ainsi en 
périphérie. Dans la médulla sont présentes essentiellement des cellules somatiques, et notamment 
des cellules stéroïdogènes qui sont responsables d’une production d’œstrogènes dès la vie fœtale. 
La phase de morphogenèse précoce dure plusieurs semaines chez la femme, la chèvre et la brebis, 
alors qu’elle est restreinte à une journée chez la souris (12.5-13.5 jpc) (Figure 12). Par ailleurs, 
chez la souris, l’ovaire ne possède pas de structure particulière avant l’entrée en méiose des 
cellules germinales et on parle de blastème indifférencié jusqu’à ce stade (13.5 jpc). Chez cette 
espèce, aucune production de stéroïdes n’est par ailleurs observée au cours de cette période. Dans 
ce paragraphe, je décrirai d’abord les caractéristiques de cette phase précoce de morphogenèse : la 
production de stéroïdes et la formation des nids ovigères. Je présenterai finalement l’existence de 
plusieurs lignées cellulaires au sein de l’ovaire précoce. 
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 A1. La production de stéroïdes par l’ovaire fœtal 
 
 Chez plusieurs espèces de mammifères (ruminants, lapin, Homme), une activité 
stéroïdogène est détectée dans l’ovaire fœtal dès les premiers stades de son développement 
(Juengel et al., 2002 ; George et al., 1978 ; George et Wilson, 1978). Le dosage de l’activité 
enzymatique de l’aromatase (l’enzyme qui convertit les androgènes en œstrogènes) a été réalisé à 
partir d’ovaires de brebis pendant la vie fœtale. Celle-ci commence dès la différenciation ovarienne 
(32-35 jpc), est maximale entre 39 et 49 jpc, puis chute vers 55 jpc lorsque la méiose débute (Payen 
et al., 1996). CYP19 (le gène codant l’aromatase) suit le même patron d’expression chez la chèvre 
(Pannetier et al., 2006b ; Pannetier et al., 2012 – Annexe 1). Chez l’Homme et le lapin, des dosages 
de l’activité de l’aromatase ont été réalisés dans le milieu de culture d’ovaires fœtaux à différents 
stades après l’ajout d’un substrat androgénique radiomarqué (George et Wilson, 1978 ; Milewich et 
al., 1977). Chez ces deux espèces, les résultats montrent qu’une activité aromatase existe dans 
l’ovaire fœtal au stade où le testicule commence à produire de la testostérone. Par ailleurs chez le 
lapin, l’équipe de Jean Wilson réussit à doser les oestrogènes directement dans les ovaires fœtaux ; 
les auteurs démontrent que l’ovaire et le testicule commencent à produire des stéroïdes sexuels au 
même stade (George et al., 1978). 
 
Le rôle exact de cette production fœtale d’œstrogènes n’est pas connu. Différentes études 
suggèrent que les œstrogènes pourraient jouer un rôle dans la prolifération et la survie des cellules 
germinales. En effet, la production d’œstrogènes coïncide avec une prolifération importante des 
cellules germinales chez les petits ruminants, une vague d’apoptose des cellules germinales étant 
observée au moment de la méiose lorsque la synthèse d’œstrogènes diminue à partir de 55 jpc. La 
production de stéroïdes reprendra ensuite entre 75 et 90 jpc avec la formation des follicules 
(Juengel et al., 2002). 
 
 A2. La formation des nids ovigères 
 
 Les nids ovigères se forment entre 38 et 45 jpc chez la brebis (Juengel et al., 2002). Ce sont 
des structures en cordons qui renferment les cellules germinales en prolifération et des cellules de 
la pré-granulosa dans une organisation radiale du centre de l’ovaire vers sa périphérie. Les nids 
ovigères sont isolés des autres types cellulaires de l’ovaire par une membrane basale, sauf au 
niveau du cortex où ils restent ouverts ce qui permet le recrutement des cellules de la pré-
granulosa à partir de l’épithélium de surface ovarien (Juengel et al., 2002 ; Hummitzsch et al., 
2013). Les cellules germinales XX entrent en méiose vers 55 jpc, alors qu’elles sont « enfermées » 
au sein des nids ovigères. La folliculogenèse démarrera vers 80 jpc. 
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A3. Les différentes lignées somatiques de l’ovaire fœtal 
 
 Pendant la phase de morphogenèse précoce, l’ovaire des petits ruminants présente une 
organisation particulière. Cinq types cellulaires différents peuvent déjà être distingués dans 
l’ovaire de brebis par microscopie électronique (Juengel et al., 2002) : les cellules germinales, les 
cellules de la pré-granulosa, les cellules mésenchymateuses (futures cellules du stroma ovarien), 
les cellules mésothéliales qui comprennent les cellules de l’épithélium de surface, et les cellules 
endothéliales qui vont former les vaisseaux sanguins. 
 L’origine des cellules de la granulosa, qui fera l’objet du paragraphe Chap3_I-C3-1, a été 
établie et est claire chez plusieurs espèces de mammifères comme la brebis, la vache et la souris 
(Juengel et al., 2002 ; Hummitzsch et al., 2013 ; Albrecht et Eicher, 2001 ; Mork et al., 2012). En ce 
qui concerne les autres types cellulaires somatiques, il a été montré chez la brebis qu’ils 
provenaient de la migration de trois types cellulaires du mésonéphros (Zamboni et al., 1979 ; 
Juengel et al., 2002) : les cellules mésenchymateuses, les cellules mésengliales et épithéliales du 
« glomérule géant » situé dans le tiers proximal du mésonéphros, et les cellules épithéliales des 
tubules du mésonéphros en régression. Dans l’ovaire fœtal bovin, l’utilisation de différents 
marqueurs cellulaires a permis de démontrer que les cellules venant du mésonéphros sont à 
l’origine des cellules du compartiment stromal qui est strictement séparé des nids ovigères par la 
membrane basale. Dans ce stroma se différencieront notamment les cellules endothéliales (Juengel 
et al., 2002 ; Hummitzsch et al., 2013) et les cellules de la thèque (Hummitzsch et al., 2013 ; Liu et 
al., 2015). 
Dans une étude récente, l’équipe de Dagmar Wilhelm montre que l’ovaire fœtal murin 
possède plusieurs types cellulaires somatiques distincts grâce à l’utilisation de souris 
transgéniques et de différents marqueurs. Dès 14.5 jpc, les auteurs montrent que l’ovaire possède 
deux lignées de précurseurs de cellules de la granulosa, l’une positive pour FOXL2, l’autre pour 
LGR5, et une troisième lignée de cellules positives pour NR2F2 dont la descendance n’est pas 
établie (Rastetter et al., 2014). Chez la souris, la formation des nids ovigères a lieu vers 16.5 jpc 
(Appert et al., 1998), donc après l’initiation de la méiose, et la synthèse d’œstrogènes ne démarre 
qu’après la naissance (Greco et al., 1994).  
 
Ainsi, cette phase de morphogenèse précoce est très différente entre les petits ruminants et 
la souris, et implique l’existence de divergences dans les mécanismes génétiques de la 
différenciation ovarienne entre ces modèles. 
 
 B. La méiose des cellules germinales 
 
 Chez les mammifères, la méiose a lieu pendant la vie fœtale chez les femelles – sauf chez la 
lapine chez qui la méiose démarre aux alentours de la naissance (Daniel-Carlier et al., 2013) – et à 
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la puberté chez les mâles. Elle conduit à la formation de gamètes haploïdes, les ovocytes chez les 
femelles, les spermatozoïdes chez les mâles (Figure 13). Les mécanismes qui régissent la méiose 
sont très conservés chez les eucaryotes, de la levure à l’Homme.  
 
B1. Les grandes étapes de la division méiotique 
 
Après la réplication de son génome, la cellule germinale mère va subir deux divisions 
successives (méiose I réductionnelle et méiose II équationnelle), chacune constituée de 4 phases : 
 - lors de la prophase, le génome se condense et les chromosomes homologues (formés de 2 
chromatides sœurs) s’apparient grâce au complexe synaptonémal. Des recombinaisons entre les 
chromosomes homologues surviennent alors et sont à l’origine du brassage du matériel génétique ;  
 
 - lors de la métaphase et de l’anaphase, les chromosomes homologues se séparent et 
chacun migre à un pôle de la cellule via le réseau de microtubules ; 
 
 - au cours de la dernière étape, la télophase, les homologues atteignent un pôle de la 
cellule, l’enveloppe nucléaire se reforme autour de chaque pôle et la cellule mère est alors divisée 
en deux cellules filles.  
 
 Les phases de la méiose II sont similaires à la méiose I mais la prophase II n’est pas 
précédée d’une réplication du génome. Il faut également noter que les ovocytes restent reliés entre 
eux par des ponts cytoplasmiques lorsqu’ils sont localisés au sein des nids ovigères. Chez les 
femelles, la méiose est initiée mais les ovocytes restent bloqués en prophase I jusqu’à la puberté, 
puis la méiose reprendra peu avant l’ovulation suite au pic des gonadotropines jusqu’en 
métaphase II. C’est à la fécondation que l’ovocyte terminera finalement la méiose. 
 
B2. Aspects génétiques de l’entrée en méiose 
 
 Les cellules germinales XX prolifèrent jusqu’à leur entrée en méiose. Alors qu’elles entrent 
dans un processus de différenciation, elles perdent l’expression des marqueurs de pluripotence 
comme OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) et acquièrent celle des marqueurs pré-
méiotiques DAZL (Deleted in azoospermia-like) et STRA8 (Stimulated by retinoic acid 8). 
 
 Chez la souris, Dazl code pour une protéine de liaison aux ARN. Ce gène est exprimé 
spécifiquement par les cellules germinales à partir de leur arrivée dans les gonades (Seligman et 
Page, 1998). Les études fonctionnelles réalisées chez la souris montrent que DAZL est primordial à 
l’acquisition de la compétence des cellules germinales à initier la méiose. Les souris invalidées 
pour Dazl sont stériles en raison d’un défaut de différenciation des cellules germinales (Lin et al., 
2008 ; Gill et al., 2011). En effet, les cellules germinales des ovaires Dazl-/- restent dans un état 
indifférencié ; elles maintiennent l’expression des marqueurs de pluripotence (Oct4…) et de 
Figure 13 : Chronologie du développement et progression de la méiose de la lignée 
germinale mâle et femelle chez la souris (adapté de Feng et al., 2014 – Mol Cell 
Endocrinology). Les différents blocs représentent des étapes communes aux deux sexes (gris) ou 
bien spécifiques du développement mâle (bleu) ou femelle (rose). Les traits gras montrent 
l’expression de facteurs au cours de ces étapes. CG(P) : cellules germinales (primordiales). 
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prolifération (Ki67) normalement éteints (Gill et al., 2011) tandis que l’expression des marqueurs 
de l’entrée en méiose n’est pas activée (Lin et al., 2008).  
 
 Stra8 code pour une protéine dont la fonction moléculaire n’est pas connue mais qui est 
nécessaire à la réplication pré-méiotique du génome et l’entrée en prophase I (Baltus et al., 2006). 
L’augmentation de son expression signe l’entrée des cellules germinales dans la voie de 
différenciation. Dans l’ovaire murin, Stra8 est exprimé par les cellules germinales XX pré-
méiotiques dès 12.5 jpc et jusqu’à 16.5 jpc. Son invalidation induit une stérilité (Anderson et al., 
2008 ; Baltus et al., 2006). Entre 13.5 et 15.5 jpc, les ovaires Stra8-/- sont marqués par la 
persistance de cellules germinales indifférenciées qui ne surexpriment pas les gènes de méiose et à 
16.5 jpc, elles commencent à dégénérer par apoptose. A la naissance, les ovaires Stra8-/- sont 
dépourvus de cellules germinales ce qui est à l’origine de la stérilité (Baltus et al., 2006).  
L’expression de Stra8 est régulée par les complexes de répression Polycomb (PRC). 
L’invalidation du gène Rnf2 qui code pour une sous unité du complexe PRC1, induit une 
augmentation de la sensibilité du locus où se situe le gène Stra8 à l’acide rétinoïque (Yokobayashi 
et al., 2013 ; voir paragraphe B3-2 de ce chapitre).  
Chez la souris, l’expression de Stra8 serait régulée directement par DMRT1. En plus de son 
expression dans les cellules de Sertoli où il joue un rôle dans la différenciation testiculaire, DMRT1 
est exprimé dans les cellules germinales pré-méiotiques chez les deux sexes (Matson et al., 2010 ; 
Krentz et al., 2011). Néanmoins de façon surprenante, alors que DMRT1 inhibe l’entrée en méiose 
via une répression directe de Stra8 dans le testicule (Matson et al., 2010), il jouerait le rôle inverse 
dans l’ovaire (Krentz et al., 2011). Ainsi, dans les ovaires Dmrt1-/-, l’expression de Stra8 est 
diminuée. Des expériences de ChIP montrent que DMRT1 interagirait avec la même région du 
promoteur proximal de Stra8 dans l’ovaire et le testicule mais les effets sur l’expression de Stra8 
seraient opposés (Matson et al., 2010 ; Krentz et al., 2011).  
Les gènes Msx1 et Msx2 (Msh homeobox) codent pour des facteurs de transcription qui 
réguleraient également l’expression de Stra8. Chez la souris, ces facteurs sont exprimés par les 
cellules germinales spécifiquement au cours de la méiose femelle (Le Bouffant et al., 2011). La 
double invalidation de Msx1 et Msx2 entraine une létalité embryonnaire à 14.5 jpc. A ce stade, les 
ovaires dKO possèdent moins de cellules germinales en méiose que les ovaires contrôles et 
l’expression de Stra8 est diminuée. Des expériences de ChIP réalisées à partir de cellules de 
carcinomes testiculaires embryonnaires murins montrent que MSX1 interagirait avec trois régions 
du promoteur de Stra8 et serait donc capable de réguler son expression (Le Bouffant et al., 2011).  
 
L’expression de Stra8 est ensuite suivie par la surexpression de gènes témoignant de 
l’entrée en méiose des cellules germinales XX comme Sycp (Synaptonemal complex protein) et Rec8 
(REC8 homolog) qui codent pour des protéines de structure du complexe synaptonémal impliquées 
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dans l’appariement des chromosomes homologues ; Spo11 (SPO11 homolog) qui code pour une 
endonucléase impliquée dans les cassures double-brin ; Dmc1 (Dosage suppressor of mck1, meiosis-
specific homologous recombination) qui code pour une protéine impliquée dans la recombinaison 
entre les chromosomes homologues et les échanges inter-chromosomiques. Les cassures double-
brin qui surviennent lors de la méiose sont marquées par la localisation du variant d’histone 
γH2AX sur les sites de cassure. L‘invalidation de ces gènes chez la souris conduit à la perte des 
cellules germinales et à une stérilité chez la femelle, mais aussi chez le mâle.  
 
B3. Régulation de l’entrée en méiose 
 
 Le moment de l’entrée en méiose des cellules germinales diffère selon le sexe. Chez les 
femelles, les cellules germinales XX entrent en méiose pendant la vie fœtale alors que chez les 
mâles, les cellules germinales XY sont quiescentes pendant la vie fœtale et entrent en méiose peu 
avant la puberté.  
 
 B3-1. Programme intrinsèque passif ou contrôle environnemental de l’entrée en méiose ? 
 
Les premières études sur l’entrée en méiose tendaient à démontrer que ce prosessus se 
produisait de façon autonome et selon un programme intrinsèque. Ainsi, des cellules germinales 
« égarées » au cours de leur migration vers les crêtes génitales, notamment au niveau des glandes 
surrénales ou du mésonéphros, entraient en méiose au même moment que les cellules germinales 
présentes dans les gonades femelles (vers 13.5 jpc chez la souris) (Upadhyay et Zamboni, 1982). Il 
semblait donc que le programme méiotique était activé passivement quel que soit l’environnement 
somatique, à l’exception du testicule fœtal où les cellules germinales restent quiescentes 
jusqu’après la naissance. Ces observations laissaient présager de l’existence d’un facteur inhibant 
l’entrée en méiose des cellules germinales spécifiquement dans ce tissu. Ainsi, si l’entrée en méiose 
des cellules germinales est inhibée dans le testicule fœtale, plusieurs études supportent 
l’hypothèse que l’entrée en méiose est positivement régulée par l’acide rétinoïque. 
 
 B3-2. L’acide rétinoïque comme régulateur de l’entrée en méiose 
 
 L’acide rétinoïque est le métabolite actif de la vitamine A. C’est un facteur diffusible qui agit 
de façon paracrine en se fixant sur les récepteurs RAR (Retinoic acide receptors) ou).  
Deux types d’études supportent l’implication de l’acide rétinoïque dans l’entrée en méiose 
des cellules germinales. D’abord, dans des modèles animaux rongeurs privés de vitamine A, les 
mâles et les femelles montrent de nombreux troubles physiologiques dont des troubles de la 
fertilité : chez les femelles, les cellules germinales n’entrent pas en méiose et demeurent 
indifférenciées (Li et Clagett-Dame, 2009) et les mâles montrent une altération de la 
Figure 14 : Modèle de la régulation de l’entrée en méiose par l’acide rétinoïque 
pendant la vie fœtale (d’après de Griswold et al., 2012 – Biol Reprod). Chez le mâle et la 
femelle, le mésonéphros produit l’acide rétinoïque qui diffuse vers la gonade adjacente, Dans l’ovaire, 
la présence d’acide rétinoïque serait responsable de l’augmentation de Stra8 et de l’entrée en méiose. 
Dans le testicule fœtal, l’enzyme CYP26B1 produite à l’intérieur des cordons séminifères dégrade 
l’acide rétinoïque, protégeant ainsi les cellules germinales de l’entrée en méiose.  
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spermatogenèse (Ghyselinck et al., 2006). De plus, des cellules germinales XX et XY isolées 
cultivées en présence d’acide rétinoïque surexpriment des gènes de méiose (Livera et al., 2000 ; 
Bowles et al., 2006). L’acide rétinoïque semble donc nécessaire et suffisant pour induire 
l’expression des gènes de méiose dans les cellules germinales. Des expériences de ChIP réalisées à 
partir de testicules postnataux murins ont démontré que les récepteurs RAR interagissaient avec le 
promoteur de Stra8 pour activer son expression (Raverdeau et al., 2012). Dans l’ovaire fœtal, les 
mêmes expériences de ChIP montrent une interaction plus faible de différents RAR avec le 
promoteur de Stra8 (Kumar et al., 2011). 
 
 La quantité d’acide rétinoïque disponible dépend d’une balance entre sa production et sa 
dégradation. Une étape clé de la production d’acide rétinoïque est l’oxydation du rétinol en acide 
rétinoïque par les enzymes RALDH1-3 (Retinaldehyde dehydrogenases). Chez la souris, RALDH2 et 
3 sont exprimées par le mésonéphros chez les deux sexes (Bowles et al., 2006 ; Kumar et al., 2011). 
Ainsi dans l’ovaire fœtal, l’entrée en méiose des cellules germinales XX serait contrôlée par la 
production d’acide rétinoïque par le mésonéphros adjacent (Figure 14). Dans le testicule à la 
même période, l’effet de l’acide rétinoïque est contré par la production d’un facteur inhibiteur de 
l’entrée en méiose. En effet, entre 11.5 et 14.5 jpc chez la souris, les cellules de Sertoli expriment 
l’enzyme CYP26B1 qui serait responsable de la dégradation de l’acide rétinoïque (Bowles et al., 
2006). CYP26B1 créerait donc un déficit en acide rétinoïque localement dans le testicule fœtal ce 
qui maintiendrait les cellules germinales dans un état de quiescence (Figure 14). 
 
 Néanmoins, le rôle de l’acide rétinoïque dans l’initiation de la méiose femelle est 
actuellement controversé. En 2011, Kumar et collègues réalisent la double invalidation de Raldh2 
et Raldh3 chez la souris. Ils montrent qu’en l’absence d’acide rétinoïque dans les ovaires fœtaux, les 
cellules germinales XX sont tout de même capables de surexprimer Stra8 et d’entrer en méiose 
(Kumar et al., 2011). L’acide rétinoïque ne serait donc pas nécessaire à l’entrée en méiose des 
cellules germinales dans l’ovaire. Dans le testicule, les auteurs montrent par ailleurs que la 
présence de CYP26B1 est nécessaire au maintien des cellules germinales XY dans un état de 
quiescence lorsque la gonade est en contact avec un mésonéphros. Le mésonéphros produit donc 
un facteur qui peut activer l’entrée en méiose des cellules germinales XY. Ce facteur, qui ne serait 
donc pas l’acide rétinoïque, est dégradé par CYP26B1 dans le testicule (Kumar et al., 2011). 
 
 C. La folliculogenèse 
 
C1. Généralités 
 
 La folliculogenèse correspond à la formation puis à la croissance et à la maturation des 
follicules ovariens jusqu'à leur ovulation. Elle démarre au cours du dernier tiers de gestation chez 
Figure 15 : La folliculogenèse chez la souris (d’après Edson et al., 2009 – Endocr Rev). 
Aux alentours de la naissance, les nids ovigères (germ cell cyst) se fragmentent et les follicules 
primordiaux se forment.  Au cours de la folliculogenèse basale qui est indépendante des hormones 
hypophysaires, les follicules primordiaux sont activés, ils quittent la réserve ovarienne pour devenir 
des follicules primaires. Les cellules de la granulosa prolifèrent, les cellules de la thèque se 
différencient et viennent entourer les cellules de la granulosa à partir du stade follicule secondaire. 
La croissance folliculaire continue jusqu’au stade pré-antral mais les follicules dégénèrent. A partir de 
la puberté, les hormones hypophysaires et notamment la FSH, favorisent la prolifération des cellules 
folliculaires et leur survie. Une cohorte de follicules pré-antraux poursuit son développement jusqu’à 
la sélection des follicules dominants qui vont achever leur maturation et être ovulés sous l’effet du pic 
de LH. 
Folliculogenèse basale Folliculogenèse terminale 
Page | 67  
 
la plupart des mammifères comme les bovidés ou l’Homme, ou quelques jours après la naissance 
chez le lapin et les rongeurs. Les follicules sont les unités fonctionnelles de l’ovaire. Ils sont 
constitués d’un ovocyte entouré d’une ou plusieurs assises de cellules folliculaires (Figure 15) : les 
cellules de la granulosa et les cellules de la thèque. La folliculogenèse démarre lors de la 
fragmentation des nids ovigères et la formation des follicules primordiaux. Au cours de ce 
processus, des cellules somatiques, les cellules de la pré-granulosa, viennent s’intercaler entre les 
oocytes, et les entourent. Les ponts cytoplasmiques entre les cellules germinales sont rompus et les 
follicules primordiaux se forment de manière radiale, d’abord à la jonction avec la medulla puis au 
cortex. Les ovocytes restés seuls dégénèrent pas apoptose.  
 
Le stock de follicules primordiaux formés constitue alors la réserve dont disposent les 
individus femelles tout au long de leur vie reproductive. Chez la femme, l’épuisement naturel de 
cette réserve s’appelle la ménopause et survient vers l’âge de 50 ans. Un épuisement 
anormalement précoce de cette réserve est responsable d’une pathologie, l’insuffisance ovarienne 
prématurée (voir Chap3_I-D). Chez les autres espèces de mammifères, la ménopause n’est pas 
décrite. 
 
C2. Les phases de la folliculogenèse 
 
La croissance des follicules est caractérisée par deux phases (Figure 15):  
 
 - la phase de croissance basale, indépendante des gonadotropines hypophysaires (FSH et 
LH), pendant laquelle des follicules primordiaux sont activés : ils sortent alors du stock de 
follicules primordiaux et entrent en croissance jusqu’au stade follicule à antrum chez la femme ou 
follicule pré-antral chez la souris. En effet en l’absence d’hormones gonadotropes, la croissance est 
initiée mais n’aboutit pas et les follicules dégénèrent. Cette phase débute bien avant la puberté et la 
mise en place de l’axe gonadotrope, c’est-à-dire dès la vie fœtale chez la femme ou les bovidés, ou 
dans les jours qui suivent la naissance chez les rongeurs (Pepling, 2012). 
 
  - la phase de croissance terminale est dépendante des gonadotropines (Figure 15). A 
partir de la puberté, elle est activée à chaque cycle suite à la régression du corps jaune. Au cours de 
cette phase, les follicules antraux (femme) ou pré-antraux (souris) capables de répondre aux 
gonadotropines sont recrutés en cohorte et vont poursuivre leur croissance de façon synchrone. Le 
follicule est alors marqué par une multiplication importante des cellules de la granulosa qui 
produisent des œstrogènes et l’Inhibine sous l’effet de la FSH ; les cellules de la thèque sensibles à 
la LH produisent les androgènes faibles nécessaires à la production d’œstrogènes. Dans une boucle 
de rétrocontrôle négatif, la production d’Inhibine et d’œstrogènes par les follicules de la cohorte 
Figure 16 : La morphogenèse ovarienne chez les ruminants (d’après Hummitzsch et 
al., 2013 – Plos One). (A-B) Le développement ovarien débute au niveau de l’épithélium 
cœlomique par la différenciation des cellules épithéliales en cellules GREL (Gonadal Ridge Epithelial-
like). (C) Les cellules GREL prolifèrent en même temps que la membrane basale sous-jacente se 
fragmente, permettant à des cellules du mésonéphros adjacent d’envahir les crêtes génitales. (D) Ce 
processus continue pendant que les CGP viennent coloniser les crêtes génitales. (E) Les ovogonies 
prolifèrent, les cellules stromales pénètrent maintenant jusqu’au cortex, enfermant les cellules 
germinales et les cellules GREL au sein des nids ovigères. Les nids ovigères sont entourés d’une 
membrane basale à l’interface avec le stroma, mais restent ouvert au niveau cortical. (F) L’ovaire est 
organisé en deux zones : le cortex qui contient les cellules germinales encapsulées dans les nids 
ovigères, la medulla qui est composée de cellules stromales et endothéliales. Les cellules GREL à la 
surface se différencient en cellules épithéliales. (G) Une fois les nids ovigères formés, les cellules 
GREL encapsulées se différencient en cellule de la pré-granulosa. Les premiers follicules apparaissent 
dans la medulla. (H) L’épithélium de surface est maintenant différencié, il est soutenu par une 
tunique fibreuse. Les follicules entrent en croissance. 
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inhibe la production de FSH au niveau de l’axe hypothalamo-hypophysaire ce qui conduit à une 
diminution des taux de FSH circulants. 
Ainsi, les follicules sensibles à des concentrations basses de FSH sont sélectionnés, et la 
taille de la cohorte est réduite au nombre d’ovulations caractéristiques de l’espèce. Les autres 
follicules régressent. Le ou les follicules dominants (suivant les espèces) vont achever leur 
croissance jusqu’au stade follicule pré-ovulatoire. Les cellules de la granulosa deviennent sensibles 
à la LH et la production d’œstrogènes et d’Inhibine augmente. Dans une boucle de rétrocontrôle 
positif cette fois, ces hormones conduisent à une pic de sécrétion de LH au niveau hypophysaire 
provoquant l’ovulation (Gougeon, 2010). 
 
C3. Origine et différenciation des cellules somatiques constituant les follicules 
 
 C3-1. Les cellules de la granulosa 
 
 En 2001, grâce à l’utilisation de souris transgéniques exprimant la eGFP sous le contrôle du 
promoteur Sry, Albrecht et Eicher démontrent que les cellules de la granulosa et les cellules de 
Sertoli ont un précurseur cellulaire commun, les cellules de l’épithélium cœlomique (Albrecht et 
Eicher, 2001). Plus récemment, l’équipe de Blanche Capel montre que chez la souris, les cellules de 
la pré-granulosa sont générées à partir de l’épithélium cœlomique en deux vagues (Mork et al., 
2012). 
 
Lors de la première vague, des cellules de la pré-granulosa se différencient entre 11.5 et 
14.5 jpc à partir des précurseurs bipotentiels de l’épithélium cœlomique. Cette première 
population de cellules de la granulosa va constituer les follicules présents à proximité de la 
medulla qui seront les premiers à entrer en croissance aux alentours de la naissance. La seconde 
population de cellules de la pré-granulosa se différencie aux alentours de la naissance à partir des 
cellules de l’épithélium cœlomique. Cette deuxième population participe à former les follicules 
localisés vers le cortex qui seront activés à partir de la puberté (Mork et al., 2012 ; Zheng et al., 
2014).  
 
Dans l’ovaire fœtal de vache, Hummitzsch et collègues utilisent la microscopie électronique 
et différents marqueurs des cellules somatiques ou de la matrice extracellulaire pour tracer le 
devenir des cellules somatiques (Hummitzsch et al., 2013). Ils proposent un modèle pour expliquer 
la morphogenèse ovarienne (Figure 16), dans lequel les cellules de la pré-granulosa ne sont pas 
directement spécifiées à partir des cellules de l’épithélium cœlomique, mais dans lequel elles 
partagent un précurseur avec elles. Ils montrent en effet que l’épithélium de l’ovaire en 
différenciation ne possède pas toutes les caractéristiques d’un épithélium de surface à proprement 
parler : il est fragmenté et n’exprime pas tous les marqueurs attendus. Les cellules GREL (Gonadal-
Figure 17 : Origine et différenciation des cellules de la thèque chez la souris 
(d’après Liu et al., 2015 – Nature Com). Les précurseurs des cellules de la thèque sont localisées 
dans le stroma ovarien. Ils ont pour origine des cellules de la gonade indifférenciée (positives pour 
WT1) et des cellules du mésenchyme du mésonéphros adjacent (positives pour GLI1). Entre le stade 
follicule primaire et secondaire, l’ovocyte et les cellules de la granulosa qui l’entourent collaborent 
pour induire la différenciation des précurseurs en cellules de la thèque. L’ovocyte via le facteur GDF9 
active l’expression des gènes codant pour les ligands HedgeHog (Ihh et Dhh) dans les cellules de la 
granulosa via la voie de signalisation des TGF-β. IHH et DHH induisent ensuite la différenciation des 
précurseurs du stroma en cellules de la thèque (qui deviennent positives pour GLI1 quelle que soit 
leur origine), et celles-ci viennent se localiser en périphérie des follicules. 
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Ridge Epithelial-Like) de ce pseudo-épithélium, prolifèrent pour donner à la fois les cellules de la 
pré-granulosa et les cellules épithéliales qui vont constituer l’épithélium de surface ovarien 
définitif. 
 
 C3-2. Les cellules de la thèque 
 
 Les cellules de la thèque produisent les androgènes qui sont convertis en œstrogènes par 
les cellules de la granulosa. Elles forment la couche externe des follicules à partir du stade follicule 
secondaire.  
 
Récemment, l’équipe d’Humphrey Yao a mis en évidence les mécanismes génétiques à 
l’origine de la différenciation des cellules de la thèque chez la souris. Les cellules de la thèque sont 
spécifiées aux alentours de la naissance à partir de cellules localisées dans le stroma ovarien. Les 
auteurs montrent que ces précurseurs ont pour origine des cellules mésenchymateuses du 
mésonéphros positives pour GLI1 (Glioma-associated oncogene homolog 1) et des progéniteurs 
gonadiques exprimant WT1 (Liu et al., 2015). Leur différenciation dépend de facteurs paracrines 
provenant de l’ovocyte (GDF9 pour Growth Differenciation Factor 9) et des cellules de la granulosa 
(IHH pour Indian HedgeHog/DHH pour Desert HedgeHog). L’invalidation de Ihh ou Dhh seule n’a 
pas d’effet sur la fertilité des femelles, en revanche, chez les double mutants (dKO) la 
folliculogenèse est bloquée au stade follicule pré-antral et les cellules de la thèque sont absentes 
des ovaires dKO (Liu et al., 2015). L’invalidation de Gdf9 chez la souris conduit également à une 
stérilité des femelles mais le blocage de la folliculogenèse est plus précoce au stade follicule 
primaire. Les ovocytes croissent et la zone pellucide se forme correctement, mais les cellules de la 
thèque sont absentes (Dong et al., 1996). Dans les ovaires Gdf9-/-, l’expression d’Ihh ou Dhh est 
diminuée. Liu et collègues proposent donc un modèle de l’origine et la différenciation des cellules 
de la thèque (Figure 17) dans lequel l’ovocyte produit GDF9 à l’origine de la surexpression de DHH 
et IHH dans les cellules de la granulosa alentours. De façon paracrine, DHH et IHH induisent la 
différenciation des cellules du stroma qui expriment PTCH1 en cellules de la thèque.  
 
 Ainsi et de façon remarquable il apparait que quelque soit le sexe gonadique, l’induction 
des cellules stéroïdogènes (cellules de Leydig, cellules de la thèque) par les cellules de soutien 
(cellules de Sertoli, cellules de la granulosa) utilise la même voie de signalisation « hedgehog ». 
 
C4. Les facteurs ovariens régulant la formation des follicules et leur croissance 
 
Certains acteurs de la folliculogenèse ont été caractérisés grâce à des études fonctionnelles 
réalisées chez la souris (Pepling, 2012), par l’analyse de modèles animaux mutants notamment 
dans l’espèce ovine, mais aussi grâce à la caractérisation de mutations dans l’espèce humaine 
Figure 18 : Les facteurs impliqués dans la régulation des premiers stades de la 
folliculogenèse chez la souris. La fragmentation des nids ovigères a lieu aux alentours de la 
naissance, en parallèle de la formation des premiers follicules primordiaux. Les follicules 
primordiaux sont constitués d’un ovocyte entouré d’une assise de cellules de la pré-granulosa. Les 
follicules primordiaux sont ensuite activés et se transforment en follicules primaires. Cette étape est 
marqué par la différenciation des cellules de la pré-granulosa (de type mésenchymateuse) en cellules 
de la granulosa (de type épithéliale) ainsi que par la croissance de l’ovocyte. Puis la croissance 
folliculaire débute. Les cellules de la granulosa prolifèrent autour de l’ovocyte qui croit, et des cellules 
de la thèque sont recrutées à la périphérie des follicules à partir du stade follicule secondaire. Les 
facteurs favorisant les différentes étapes sont indiqués par une flèche verte, les facteurs freinant ces 
étapes, sont indiqués par un trait rouge. 
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conduisant à une insuffisance ovarienne prématurée (voir Chap3_I-E). Ainsi, les facteurs impliqués 
dans la formation ou la croissance des follicules peuvent être classés en différentes catégories : des 
régulateurs de l’apoptose, des molécules de signalisation, des facteurs de transcription ou des 
hormones stéroïdes. Au cours des paragraphes suivants, je décrirai principalement le rôle de ces 
facteurs chez la souris, mais ferai la comparaison avec d’autres modèles lorsque les données 
existent. L’intervention de ces différents facteurs est résumée dans la Figure 18.  
 
C4-1. Les régulateurs de l’apoptose des cellules germinales  
 
La formation des follicules nécessite la fragmentation des nids ovigères. De façon 
concomitante à la fragmentation des nids, il a été observé qu’un grand nombre d’ovocytes entrait 
en apoptose. Ainsi, les ovocytes isolés, non-entourés de cellules de la pré-granulosa, ou bien 
présentant des défauts de méiose liés à une instabilité génomique (Malki et al., 2014) seraient 
éliminés. Chez la souris, seul un tiers des ovocytes survit pour intégrer les follicules primordiaux 
(Pepling et Spradling, 2001). 
 
Les membres de la famille BCL2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) régulent l’apoptose et 
peuvent être divisés en deux groupes : les facteurs pro-apoptotiques (comme BAX) ou anti-
apoptotiques (comme BCL2). Dans l’ovaire, des membres de la famille BCL2 sont impliqués dans la 
survie des ovocytes. Les ovaires de souris Bcl2-/- possèdent moins d’ovocytes que des ovaires 
contrôles (Ratts et al., 1995). A l’inverse, les ovaires de souris Bax-/- possèdent plus d’ovocytes et 
de follicules primordiaux que des ovaires contrôles et sont caractérisés par la présence de nids 
ovigères persistants. Ces données suggèrent que l’apoptose des ovocytes est requise pour la bonne 
fragmentation des nids ovigères (Perez et al., 1999 ; Greenfeld et al., 2007).  
 
L’autophagie est un mécanisme régulant la survie cellulaire qui a été décrit dans l’ovaire 
autour de la naissance (Rodrigues et al., 2009). Lors de période de déprivation énergétique, la 
cellule en autophagie utilise sa machinerie lysosomale pour dégrader ses protéines ou des 
composants de son cytoplasme afin de générer de l’énergie. Les ovaires de femelles invalidées pour 
deux gènes impliqués dans l’autophagie, Atg7 et Becn1, présentent une diminution importante du 
nombre d’ovocytes par rapport à des ovaires contrôles. Ces données montrent que l’autophagie est 
impliquée de manière physiologique dans la survie des ovocytes (Gawriluk et al., 2011).  
 
C4-2. Les molécules de signalisation  
 
- la voie de signalisation Notch 
La voie de signalisation Notch intervient dans les régulations juxtacrines, c’est-à-dire entre 
des cellules voisines. La voie de signalisation canonique est activée par l’interaction d’un ligand 
Figure 19 : La voie de signalisation Notch canonique (adapté de Amsen et al., 2009 – 
Nat Rev Immunol). La voie Notch intervient entre des cellules voisines, une cellule exprimant le 
ligand (Jagged ou Delta-like) à sa membrane, l’autre le récepteur Notch. La signalisation démarre par 
l’interaction du ligand avec Notch. Cette interaction conduit à une cascade de clivages du récepteur, 
dont le dernier est réalisé par le complexe de la γ-secretase. Ce dernier clivage libère le domaine 
intracellulaire de Notch qui est transloqué au noyau où il va réguler l’expression de ses gènes 
effecteurs : Hes et Hey. 
 
ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease ; RBPj : Recombining binding protein suppressor of hairless ; MAML1 : 
Mastermind-Like 1 
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(Jagged1-2 ou Delta-like 1,3-4) avec son récepteur NOTCH (1-4). Cette interaction induit une série 
de clivage du récepteur, dont le dernier est réalisé par le complexe de la γ-secretase. Le complexe 
de la γ-secretase clive le domaine intracellulaire de NOTCH (NICD, « Notch Intra-Cellular 
Domain ») qui est transloqué au noyau où il va activer l’expression de ses gènes effecteurs : Hes et 
Hey (Figure 19). La voie Notch est impliquée dans de nombreux processus développementaux, 
notamment durant l’embryogenèse. Ainsi, l’invalidation des différents acteurs de cette voie de 
signalisation conduit à une mortalité qui est souvent embryonnaire ou périnatale, et la fonction de 
reproduction n’est pas étudiée. 
 
Les récepteurs Notch1-3 ainsi que leurs ligands Jagged1 et 2 sont fortement exprimés dans 
l’ovaire de souris aux alentours de la naissance (Trombly et al., 2009). L’étude de l’expression de 
Hey2 et de Hes1 montre par ailleurs que la voie est active dans l’ovaire au moment de la formation 
des follicules. A ce stade, le récepteur NOTCH2 est exprimé dans les cellules de la pré-granulosa, le 
ligand Jagged1 par l’ovocyte, HES1 et Hey2 sont détectés dans les cellules de la pré-granulosa. De 
manière intéressante, l’expression de Hes1 diminue au cours de la croissance des follicules, alors 
que celle de Hey2 augmente. Grâce à l’utilisation de modèles de culture organotypique, Trombly et 
collègues ont pu étudier le rôle de la voie Notch dans l’ovaire néonatal de souris (Trombly et al., 
2009). Ainsi, les ovaires de souriceaux prélevés à la naissance ont été mis en culture en présence 
d’un inhibiteur de la γ-secretase, et donc de la voie Notch. Les résultats montrent une diminution 
du nombre de follicules primordiaux formés en parallèle d’une rétention des cellules germinales 
dans les nids ovigères (Trombly et al., 2009).  
De plus, l’invalidation conditionnelle de Notch2 dans les cellules de la granulosa (grâce à 
l’utilisation d’une lignée de souris exprimant la Cre recombinase sous le contrôle du promoteur 
Amhr2) conduit à une diminution de l’apoptose des cellules germinales, la persistance de 
structures en nids et la formation de follicules multi-ovocytaires (Xu et Gridley, 2013). Les 
follicules multi-ovocytaires deviennent hémorragiques au cours de leur croissance puis 
dégénèrent. L’ensemble de ces résultats montrent que NOTCH2 régule la formation des follicules 
dans les cellules de la granulosa, au moins par le contrôle de la survie des ovocytes (Xu et Gridley, 
2013). Une autre étude montre que NOTCH2 favorise la croissance folliculaire en stimulant la 
prolifération des cellules de la granulosa (Zhang et al., 2011). 
 
- cKIT et KITL 
KITL et son récepteur c-KIT sont impliqués dans la prolifération et la survie des cellules 
germinales primordiales au cours de leur migration (voir Chap1_IV-C). Par la suite, dans l’ovaire 
en développement, le récepteur c-KIT est exprimé par les ovocytes et son ligand KITL par les 
cellules de la granulosa (Manova et al., 1993). L’ajout de KITL dans le milieu augmente le nombre 
de follicules en croissance dans des ovaires de rat maintenus en culture (Parott et al., 1999), et le 
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blocage de c-KIT avec un anticorps autour de la naissance inhibe la formation des follicules 
primaires. c-KIT et son ligand sont donc impliqués dans la croissance folliculaire. 
- la voie PI3 kinase et PTEN 
La voie PI3K est impliquée dans l’entrée en croissance des follicules primordiaux. Elle peut-
être activée par des signaux extracellulaires via deux types de récepteurs transmembranaires, les 
récepteurs tyrosine kinase ou les récepteurs à 7 domaines transmembranaires, ou au sein même 
de la cellule via des interactions avec d’autres voies de signalisation comme la voie Ras (Fresno 
Vara et al., 2004). Parmi les molécules de signalisation qui activent la voie PI3K, on trouve 
notamment le couple cKIT/KITL, mais aussi l’insuline et de nombreux autres facteurs de 
croissance. Elle conduit à l’activation d’AKT, une kinase qui régule par phosphorylation plusieurs 
protéines et notamment la famille des protéines FOXO. FOXO3A en particulier est un facteur de 
transcription inhibé par AKT, impliqué dans la régulation de la croissance et de l’apoptose (voir le 
paragraphe C4-3 de ce chapitre). L’activation de la voie PI3K, via AKT et l’inhibition de FOXO3A 
favorise la survie mais aussi l’entrée en croissance des follicules primordiaux. 
PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) est un régulateur négatif de la voie PI3K, et donc 
de la signalisation AKT. L’invalidation de Pten dans l’ovocyte lève cette inhibition sur AKT ce qui 
conduit à une activation anormale du stock de follicules primordiaux ((Reddy et al., 2008). Ces 
follicules entrent en croissance jusqu’au stade follicule secondaire puis dégénèrent, entrainant un 
épuisement prématuré de la réserve ovarienne. PTEN semble donc nécessaire au maintien de la 
dormance des follicules primordiaux en freinant leur activation (Reddy et al., 2008).  
 
- les neurotrophines 
Les neurotrophines NGF (Nerve Growth factor), NT3 (Neurotrophin 3), NT4 et BDNF 
(Brain-derived neurotrophic factor) agissent en se fixant sur les récepteurs Neurotrophic tyrosine 
kinase receptor (NTRK) de type 1 pour NGF, de type 2 pour NT4 et BDNF, ou de type 3 pour NT3. 
Dans l’ovaire néonatal de rat, la neurotrophine NT3 est exprimée par les cellules de la granulosa, le 
tissu interstitiel et l’ovocyte des follicules primordiaux et primaires, tandis que son récepteur est 
exprimé par l’ovocyte (Nilsson et al., 2009). Dans l’ovaire adulte, l’expression de NT3 est détectée 
dans tous les types cellulaires des follicules en croissance et son récepteur dans l’ovocyte et les 
cellules de la thèque.  
Chez la souris, l’invalidation du gène codant pour la neurotrophine Ngf conduit à une 
diminution du nombre de follicules primaires et secondaires qui serait due à une diminution du 
taux de prolifération (Dissen et al., 2001). En parallèle, la perte de fonction des récepteurs NRTK1 
et 2 montre une diminution du nombre de follicules primordiaux formés, et un délai dans 
l’activation de la croissance de ces follicules. Ce délai est corrélé à une diminution de l’expression 
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de Fshr (Kerr et al., 2009). Les neurotrophines seraient donc impliqués dans la formation des 
follicules primordiaux et l’acquisition de leur compétence à répondre à la FSH. 
 
 - GDF9 et BMP15 
GDF9 et BMP15 sont des facteurs de croissance appartenant à la famille des TGF-β. Chez la 
souris, ils sont exprimés par l’ovocyte à partir du stade primaire jusqu’au stade follicule pré-
ovulatoire (Dube et al., 1998 ; Dong et al., 1996). Ils agissent soit sous forme d’homodimères, soit 
sous forme d’hétérodimère GDF9:BMP15 sur leur récepteur BMPRII exprimé par les cellules de la 
granulosa (Liao et al., 2003). 
 
L’ajout de GDF9 dans le milieu de culture d’ovaires de rat conduit à une augmentation du 
nombre de follicules en croissance (Vitt et al., 2000). Par ailleurs, lorsque l’intéraction de GDF9 
avec son récepteur est bloquée in vitro, la prolifération des cellules de la granulosa est inhibée (Vitt 
et al., 2002). Chez la souris, l’invalidation de Gdf9 conduit au blocage de la folliculogenèse au stade 
follicule primaire (Dong et al., 1996). A partir de ce stade, les cellules de la granulosa cessent de 
proliferer et expriment par ailleurs des marqueurs de cellules folliculaires de stades plus avancés 
(Elvin et al., 1999). GDF9 est donc impliqué dans la prolifération et la maturation des cellules 
folliculaires. En parallèle, l’invalidation de Bmp15 est moins drastique pour la fonction ovarienne ; 
elle induit une hypofertilité des femelles homozygotes mutantes, qui font moins de petits que les 
femelles contrôles en raison d’un défaut d’ovulation (Dube et al., 1998).  
 
Chez la femme et la brebis, le patron d’expression de ces gènes est le même que chez la 
souris (McNatty et al., 2004). Chez la brebis, des mutations naturelles de GDF9 et BMP15 entrainent 
une hyperprolificité à l’hétérozygotie, et une stérilité totale à l’homozygotie en raison d’un blocage 
de la folliculogenèse au stade follicule primaire (Hanrahan et al., 2004). Dans la cellule, GDF9 et 
BMP15 peuvent s’associer sous forme de proprotéines pour former des homo- ou des 
hétérodimères. Ils subissent ensuite un clivage protéolytique avant d’être sécrétés (Liao et al., 
2003). L’observation que des mutations chez la brebis pouvaient affecter le clivage de ces facteurs 
et donc leur sécrétion peut expliquer le phénotype de stérilité à l’homozygotie.  
 Par ailleurs, il a été montré par des expériences in vitro qu’en plus de favoriser la 
prolifération des cellules folliculaires, GDF9 et BMP15 avaient un effet négatif sur leur sensibilité à 
la FSH (Otsuka et al., 2001). Actuellement, l’hypothèse qui expliquerait le phénotype 
d’hyperprolificité est la suivante (Fabre et al., 2006) : chez les brebis porteuses de mutations 
hétéroygotes, l’action des BMPs est diminuée d’une part sur la prolifération et d’autre part sur la 
sensibilité des cellules folliculaires à la FSH. Ainsi, des follicules antraux de plus petite taille 
possèdent une sensibilité supérieure à la FSH par rapport à ceux d’ovaires sauvages. Ainsi, leur 
maturation est accélérée. Il en résulte que ces follicules plus petits produisent autant d’estrogènes 
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et d’Inhibine qu’un follicule pré-ovulatoire. Au final, cela conduirait à la sélection et à l’ovulation de 
plusieurs follicules de plus petite taille chez les brebis hétérozygotes pour GDF9 et BMP15.  
 
 Chez la femme, des mutations hétérozygotes de GDF9 et BMP15 sont impliquées dans le 
développement d’IOP (Di Pasquale et al., 2004 ; Laissue et al., 2006).  
 
- l’hormone anti-Müllerienne 
L’AMH est l’hormone exprimée par les cellules de Sertoli dans le testicule fœtal, qui est 
responsable de la régression des canaux de Müller chez les individus XY. Chez la femelle, l’AMH 
apparait dans l’ovaire après la formation des premiers follicules dans les cellules de la granulosa 
des follicules primaires jusqu’au stade follicule à antrum (Durlinger et al., 1999). Son invalidation 
chez la souris montre que les femelles Amh-/- sont d’abord fertiles mais que leur fertilité décroit 
avec l’âge. En effet, à partir de 4 mois, les ovaires Amh-/- possèdent peu de petits follicules et un 
nombre anormalement élevé de follicules en croissance. L’AMH est donc impliquée dans le 
maintien de la réserve ovarienne. Chez la vache et chez la femme, le dosage plasmatique d’AMH est 
utilisé pour estimer le nombre de follicules en croissance, et il est un bon indicateur de la réserve 
ovarienne (Rico et al., 2009). 
 
En conclusion, les molécules de signalisation décrites dans ce paragraphe sont toutes 
impliquées dans la régulation de la croissance folliculaire, à l’exception de la voie Notch qui semble 
réguler l’étape initiale de formation des follicules primordiaux. KITL/c-KIT, la voie PI3K/AKT, les 
neurotrophines, BMP15 et GDF9 favorisent la croissance folliculaire, tandis que PTEN et l’AMH 
freinent cette croissance pour maintenir un pool de follicules de réserve.  
 
C4-3. Les facteurs de transcription  
 
- FIGLα 
Le facteur de transcription FIGLα (Factor in the germline alpha) est exprimé par les 
ovocytes dès 13.5 jpc et jusqu’à l’âge adulte. Il a d’abord été identifié comme étant impliqué dans la 
formation de la zone pellucide qui a lieu vers 18 jpc chez la souris. Son invalidation induit une 
stérilité des femelles, qui est due à la dégénérescence des cellules germinales autour de la 
naissance et une absence totale de follicule primordial (Soyal et al., 2000). FIGLα est donc impliqué 
dans la survie des ovocytes. 
 
- FOXO3A 
FOXO3A est un facteur de transcription inhibé par AKT, qui est impliqué dans la régulation 
de la mort et de la croissance cellulaire. Il est exprimé dans l’ovocyte des petits follicules 
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(primordiaux, primaires) puis disparait dans les plus gros follicules (Liu et al., 2006). L’invalidation 
de Foxo3a chez la souris conduit à une infertilité des femelles (Castrillon et al., 2003), qui est due à 
une activation anormalement élevée de la croissance folliculaire, conduisant à un épuisement 
rapide de la réserve ovarienne. A l’inverse, l’activation constitutive de Foxo3a induit une infertilité 
due à un blocage de l’entrée en croissance des follicules primordiaux (Liu et al., 2007). Cette 
activation constitutive conduit par ailleurs à la sous-expression de Bmp15 et de Connexines 
impliqués dans la croissance folliculaire.  
 
- FOXL2 
FOXL2 code pour un facteur de transcription à domaine forkhead. Il est exprimé dans les 
cellules de la granulosa au cours du développement folliculaire. Son invalidation chez la souris 
conduit à un blocage de la folliculogenèse au stade follicule primordial et les femelles sont stériles. 
Des mutations hétérozygotes de FOXL2 sont décrites dans l’espèce humaine, et sont responsables 
d’une insuffisance ovarienne prématurée dans le cas du BPES de type I (voir Chap4_II). FOXL2 
favorise donc la maturation du follicule primordial en follicule primaire. 
 
- NOBOX 
NOBOX (Newborn Ovary homeobox protein) est exprimé par les ovocytes des follicules en 
croissance, du stade follicule primordial au stade follicule pré-antral chez la souris (Suzumori et al., 
2002). Les souris invalidées pour ce gène sont infertiles ; quelques jours après la naissance, leurs 
ovaires ne possèdent que des follicules primordiaux alors que ceux des souris contrôles possèdent 
des follicules en croissance (Rajkovic et al., 2004). Quelque temps après, les ovaires Nobox-/- ne 
contiennent plus d’ovocyte. NOBOX serait donc impliqué dans la survie des cellules germinales et 
la croissance folliculaire.  
 
Chez la femme, des mutations de NOBOX sont impliquées dans la survenue d’insuffisances 
ovariennes prématurées (Bouilly et al., 2011, 2015). Dans l’ovaire humain, en plus de sa 
localisation ovocytaire, la protéine NOBOX co-localise avec FOXL2. NOBOX est en effet détecté dans 
les cellules de la pré-granulosa sur des coupes d’ovaires fœtaux puis dans les cellules de la 
granulosa sur des coupes d’ovaires pré-pubères (Bouilly et al., 2014). Par des expériences in vitro 
de double-hybride, les auteurs montrent que NOBOX et FOXL2 interagissent physiquement 
ensemble au niveau de leur domaine de liaison à l’ADN, ce qui aurait une action répressive sur la 
régulation transcriptionnelle de gènes cibles (Bouilly et al., 2014). 
 
- SOHLH1 et SOHLH2 
Les protéines SOHLH (Spermatogenesis and oogenesis specific helix loop helix) 1 et 2 sont 
des facteurs de transcription exprimés dans l’ovocyte des follicules primordiaux et primaires 
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(Pangas et al., 2006 ; Ballow et al., 2006). Comme pour NOBOX, l’invalidation de Sohlh1 et Sohlh2 
conduit à un blocage de la folliculogenèse au stade follicule primordial puis à la perte des cellules 
germinale. SOHLH1 et 2 sont donc impliqués dans la survie des cellules germinales et la transition 
des follicules primordiaux vers le stade follicule primaire. 
 
- AHR 
AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) code pour un facteur de transcription à domaine hélice-
boucle-hélice. Il est détecté dans les cellules de la granulosa et l’ovocyte des follicules quels que 
soit leur stade de croissance, dès le follicule primordial (Robles et al., 2000). Les ovaires de souris 
invalidées pour Ahr (AhRKO) possèdent moins de follicules pré-antraux et antraux que des ovaires 
contrôles, et le taux d’ovulation est diminué (Benedict et al., 2000, 2002). Grâce à l’utilisation de 
techniques visant à détecté l’apoptose, les auteurs montrent que la diminution des follicules en 
croissance dans les ovaires AhRKO n’est pas due à une augmentation de l’atrésie. En revanche, ils 
montrent que les follicules en croissance sont plus petits que les follicules des ovaires contrôles. 
Ainsi, AHR favoriserait la croissance folliculaire (Benedict et al., 2003). 
 
C4-4. Les œstrogènes 
 
Les œstrogènes jouent plusieurs rôles au cours de la folliculogenèse. Ils sont impliqués 
dans la fragmentation des nids ovigères, mais aussi dans la croissance folliculaire terminale.  
Chez le babouin quand la production des œstrogènes est bloquée par des inhibiteurs 
pendant le deuxième semestre de gestation, la fragmentation des nids ovigères est perturbée et le 
nombre de follicules primordiaux est diminué de moitié (Zachos et al., 2002). Chez la souris en 
revanche, les œstrogènes ont un rôle inhibiteur sur la fragmentation des nids. Ainsi, des femelles 
traitées à la naissance avec de l’œstradiol ou un agoniste des œstrogènes vont avoir tendance à 
développer des follicules multi-ovocytaires comme si la fragmentation était inhibée (Igushi et al., 
1986). Les œstrogènes semblent donc inhiber ou favoriser la rupture des nids ovigères selon les 
espèces.  
Par ailleurs, l’invalidation de Cyp19 (Britt et al., 2001) ou des récepteurs aux œstrogènes 
ERα et ERβ (Couse et al., 1999) chez la souris entraine une infertilité des femelles et la 
folliculogenèse est bloquée au stade follicule à antrum. Les ovocytes dégénèrent et les cellules 
somatiques adoptent un destin mâle (surexpression de Sox9) qui peut-être sauvé par l’injection 
d’œstrogènes. Ces résultats montrent que les œstrogènes sont également impliqués dans la 
croissance folliculaire terminale (au-delà du stade follicule à antrum) et le maintien de l’identité 
des cellules folliculaires. Cependant chez ces souris, la masculinisation des cellules somatiques 
serait plus une conséquence directe de la perte des cellules germinales XX. En effet, Guigon et 
collaborateurs montrent que les cellules germinales sont impliquées dans la régulation du 
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phénotype des cellules folliculaires, la perte des premières entrainant la masculinisation des 
secondes (Guigon et al., 2005 ; Guigon et Magre, 2006).  
En plus de tous les facteurs cités ci-dessus, des molécules d’adhérence à la matrice 
extracellulaire comme les cadhérines, des protéines de jonction cellulaire comme les connexines et 
des facteurs de remaniements de la matrice extracellulaire, sont également impliqués dans le bon 
déroulement de la folliculogenèse. A partir de la puberté, les gonadotropines et notamment la FSH 
(Follicle Stimulating Hormone) viennent stimuler la prolifération des cellules de la granulosa et la 
croissance folliculaire. La LH (Luteinizing Hormone) joue un rôle dans la maturation folliculaire et 
déclenchera l’ovulation.Les données accumulées montrent l’implication conjointe de l’ovocyte et 
de ses cellules de soutien, les cellules de la granulosa, à toutes les étapes de la folliculogenèse, et il 
apparait que le dialogue qui est établit (voies de signalisation, jonctions cellulaires) entre ces deux 
types cellulaires est crucial pour le bon déroulement de la folliculogenèse. Lorsque la 
folliculogenèse est défaillante, une insuffisance ovarienne prématurée peut survenir. Cette 
pathologie de la fonction de reproduction chez la femme fait l’objet du chapitre suivant.  
 
 D. L’insuffisance ovarienne prématurée 
 
 Chez les femmes, la ménopause est une condition physiologique qui signe la fin de la vie 
reproductive. Elle survient vers l’âge de 50 ans, lorsque l’apoptose des cellules germinales et 
l’atrésie folliculaire conduisent à un épuisement de la réserve ovarienne, l’arrêt des menstruations 
et de la production des hormones sexuelles. La survenue trop précoce de cette condition est 
pathologique et correspond à l’insuffisance ovarienne prématurée (IOP), c’est la principale cause 
d’infertilité chez les femmes. 
 
 D1. Définition 
 
 L’IOP est définie par une aménorrhée primaire ou secondaire de plus de 4 mois survenant 
avant l’âge de 40 ans, avec des taux plasmatiques de FSH supérieurs à 40 IU/L et d’œstradiol 
inférieurs à 50 pg/mL. Elle concerne 1 femme sur 10 000 avant 20 ans, 1 femme sur 1 000 avant 30 
ans, et 1 femme sur 100 avant 40 ans (Coulam et al., 1986). Elle peut-être due à 3 mécanismes : (i) 
des anomalies lors de la formation de la réserve ovarienne menant à une absence de follicule, (ii) 
un épuisement anormalement rapide du stock folliculaire, ou (iii) un blocage de la 
croissance/maturation folliculaire. Aujourd’hui, 80% des IOP ont une origine idiopathique.  
 
 D2. Les causes de l’insuffisance ovarienne prématurée 
 
 Les causes les plus répandues sont les causes iatrogènes, auto-immunes, virales, 
métaboliques et génétiques ; 
Figure 20 : Les gènes du chromosome X associées à l’insuffisance ovarienne 
prématurée dans l’espèce humaine. Les anomalies du chromosome sont responsables de 
13% des cas d’insuffisances ovariennes prématurées (IOP ou POF pour « premature ovarian failure » 
en anglais). Ces anomalies impliquent des aneuploïdies du chromosome X comme dans le syndrome 
de Turner, des translocations de l’X avec des autosomes, des délétions (régions POF1, POF2), la 
formation d’isochromosome (chromosome X formé par la duplication du bras court ou du bras long), 
ou bien des mutations ponctuelles sur les gènes de l’X. Les gènes connus à ce jour comme étant 
impliqués sont représentés sur le diagramme. 
USP9X (Ubiquitin-Specific Protease 9) 
NR0B1 (Nuclear Receptor Subfamily 0, Group B, member 1) :    
CHM (Choroideremia) 
DIAPH2 (Diaphanous-Related Formin 2) 
DACH2 (Dachshung homolg 2) 
BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15) 
ZFX  (Zinc Finger X) 
SHOX (Short Stature Homeobox) 
FMR1 (Fragile X Mental Retardation 1) 
FMR2 (Fragile X Mental Retardation 2) 
PGRMC1 (Progesterone Receptor Membrane Protein 1) 
AGTR2 (Angiotensin II Receptor, Type 2) 
AR (Androgen Receptor) 
CENP1 (Centromere Protein 1)BHLHB9 (Basic Helix-Loop-Helix Domain Containing, Class B, 9) 
XIST (X-Inactive Specific Transcript) 
NXF5 (Nuclear RNA Export Factor 5) 
XPNPEP2 (X-Prolyl Aminopeptidase 2 membrane-bound) 
FOXO4 (Forkhead box O4)  
POF2 
POF1 
Translocations fréquentes X-autosomes 
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 - iatrogènes : une IOP peut se développer suite à une opération (ovariectomie), une 
radiothérapie ou une chimiothérapie. Dans les deux derniers cas, le traitement peut induire une 
augmentation de l’apoptose des cellules germinales. La cryoconservation des ovocytes, les 
techniques d’aide médicale à la procréation suivies de traitements hormonaux peuvent alors être 
utilisées pour préserver la fertilité des patientes. 
 
 - auto-immunes : l’origine auto-immune de l’IOP est généralement associée à d’autres 
pathologies auto-immunes. Le cas qui est le plus décrit dans la littérature concerne la 
polyendocrinopathie auto-immune de type I (APS ou syndrome APECED). Cette pathologie associe 
une candidose (mycose) chronique de la peau et des muqueuses, une hypoparathyroïdie, une 
insuffisance surrénalienne ainsi qu’une IOP dans 60% des cas (Ahonen et al., 1990). Elle est due à 
la mutation homozygote du gène AIRE (Autoimmune regulator) (21q22.3) qui code pour un facteur 
de transcription impliqué dans la régulation des mécanismes de tolérance du soi, en contribuant à 
l’élimination des lymphocytes T auto-réactifs (Akirav et al., 2011). Dans ces pathologies auto-
immunes, il a été mis en évidence des anticorps anti-ovarien, ou bien dirigés contre les cellules 
stéroïdogènes, contre les récepteurs aux gonadotropines, contre l’ovocyte ou encore la zone 
pellucide (Fénichel et al., 1997). 
 
 - virales : la survenue d’IOP est plus fréquente chez des femmes ayant eu les oreillons 
(Wood et al., 1975) ou étant porteuses du VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) (Ohl et al., 
2010) Cependant, le lien direct entre la survenue d’une telle infection et d’une IOP reste difficile à 
démontrer. 
 
 - métaboliques : des pathologies métaboliques peuvent entrainer une IOP. La galactosémie 
est un syndrome métabolique qui associe un retard mental, une cataracte précoce, une 
hypoglycémie, une insuffisance rénale, ainsi qu’une IOP dans 60 à 70% des cas (Wagonner et al., 
1990). La pathologie est due à des mutations dans les gènes clés du métabolisme du galactose qui 
n’est plus converti en glucose. Ce serait l’accumulation toxique du métabolite dans l’ovaire qui 
serait à l’origine de l’IOP (Forges et al., 2006). De la même façon, des mutations dans le gène PMM1 
(Phosphomannomutase 1) entrainent une accumulation de mannose-6-phosphate qui est toxique 
pour l’ovaire (Bjursell et al., 1997). 
 
 - génétiques : l’hypothèse d’une transmission génétique des IOP a été soutenue grâce à 
l’observation de cas familiaux qui représentent 10 à 15% des IOP. On distingue les IOP dues à des 
altérations du chr. X (Figure 20), de celles liées à des mutations de gènes autosomiques (Tables 6-
7).  
 
Table 6 : Les gènes autosomiques associés à des insuffisances ovariennes 
prématurées syndromiques. 
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 Les anomalies du chr. X représentent 13% des cas d’IOP et englobent les aneuploïdies et 
réarrangements du chr. X et les mutations ponctuelles (Figure 20).  
 Le syndrome de Turner est le cas d’IOP liée à des anomalies du chr. X le plus fréquent. 
Environ 50% des patientes Turner ont une monosomie de l’X (45, X0), 10 à 15 % ont un 
isochromosome X (chr. possédant deux bras identiques), et les 40 à 45% restant ont une forme 
mosaïque X/XX avec des anomalies du chr. X supplémentaire (Sybert et McCauley, 2004). Le 
syndrome de Turner atteint 1 fille sur 2 500 à la naissance. Il associe dans les cas les plus sévères, 
une petite taille, un syndrome malformatif notamment au niveau du cœur et des reins, et une 
dysgénésie gonadique avec des ovaires en bandelettes fibreuses. Dans ce cas, les patientes 
présentent alors une aménorrhée primaire. Dans le syndrome de Turner, l’IOP est due à une 
augmentation de l’atrésie ovocytaire avant la puberté, le développement de la lignée germinale XX 
étant dépendant de la présence de deux chr. X notamment au moment de l’appariement des chr. 
homologues lors de la méiose. Dans 10% des syndromes de Turner et notamment dans des cas de 
mosaïcisme XX/X0, les patientes développent des caractères sexuels secondaires et ont des 
menstruations. Il peut en résulter des grossesses spontanées dans 1.5 à 7.8% des cas (Chakhtoura 
et Touraine, 2013).  
 
 Le syndrome de l’X fragile est une autre maladie due à une anomalie du chr. X, qui associe 
des troubles intellectuels, comportementaux et physiques. La maladie est dominante chez les 
garçons, alors que chez les filles, le phénotype dépend de l’inactivation aléatoire du chr. X sain ou 
muté dans les différents tissus. Ce syndrome est lié au gène FMR1 (Fragile X mental retardation 1) 
qui possède dans sa partie 5’ la répétition de triplets de nucléotides CGG. Chez les individus sains, 
le nombre de répétitions varie entre 6 et 55. Entre 55 et 200 répétitions, les individus sont dits 
porteurs d’une pré-mutation, et au-delà de 200 répétitions, les patients sont affectés (Willemsen et 
al., 2011). Environ 20% des femmes porteuses d’une pré-mutation de FMR1 développent une IOP. 
D’autres gènes du chromosome X sont associés au développement d’une IOP lorsqu’ils sont mutés. 
Ces gènes sont représentés dans la Figure 20. 
 
 Les IOP peuvent également être dues à des mutations de gènes autosomiques. On distingue 
les gènes responsables d’IOP dites syndromiques car associées à d’autres pathologies (Table 6), 
des gènes responsables d’IOP isolées (Table 7).  
 
II. Le contrôle génétique de la différenciation ovarienne 
 
Chez les individus XX, l’absence de SRY conduit à la différenciation d’ovaires. Si la majorité 
des cas d’inversions sexuelles de type hommes 46, XX sont dus à des translocations de SRY, 10% 
Table 7 : Les gènes autosomiques associés à des insuffisances ovariennes 
prématurées non-syndromiques. 
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des cas de masculinisation se produisent en son absence (McElreavey et al., 1993). Ainsi, la 
caractérisation de mutations induisant la masculinisation de gonades XX en l’absence de gènes 
« mâles » a permis de mettre en évidence des facteurs déterminants pour la différenciation 
ovarienne. Trois gènes ont été mis en évidence : WNT4 et RSPO1 dans l’espèce humaine et FOXL2 
chez la chèvre. 
 
 A.  La voie WNT4/β-caténine et RSPO1 
 
 A1. WNT4 et la voie β-caténine canonique 
 
 WNT4 (Wingless-Related MMTV Integration Site 4) appartient à une famille de 
glycoprotéines sécrétées riches en cystéines. Chez l’Homme, 19 protéines WNT ont été identifiées. 
Elles peuvent se lier à différents types de récepteurs et activer différentes voies de signalisation. 
On distingue notamment la voie WNT canonique dépendante de la β-caténine, des voies non-
canoniques qui sont indépendantes de la β-caténine. La voie qui est activée par une molécule WNT 
donnée ainsi que les différents acteurs de la signalisation impliqués dépendent du type cellulaire 
d’intérêt (pour revue, Niehrs et al., 2012).  
 
 La voie de signalisation WNT/β-caténine est bien décrite (Figure 21). Elle joue un rôle 
important au cours du développement où elle est impliquée dans les processus de prolifération et 
de différenciation cellulaires. La voie WNT/β-caténine canonique est activée par l’interaction de 
WNT avec ses récepteurs Frizzled (FZ) et ses co-récepteurs LRP5 ou 6 (LDL-related receptor 
protein). La cascade de signalisation conduit à la libération et la stabilisation de la β-caténine dans 
le cytoplasme et à la dégradation de son complexe de séquestration. La β-caténine est alors 
transloquée au noyau où elle régule la transcription de gènes cibles en partenariat avec les facteurs 
de transcription LEF/TCF (Lymphoid Enhancer Factor/T-cell Factor). 
 
A1-1. Mutations affectant le gène WNT4 dans l’espèce humaine 
 
Chez l’Homme, deux types de mutations affectant WNT4 ont été décrites. La première 
correspond à la duplication d’une partie du chromosome 1 qui contient notamment le gène WNT4 
(1p35). Il s’agit d’une mutation "gain de fonction", où le gène WNT4 est surexprimé (Jordan et al., 
2001). Les individus XY possédant cette mutation présentent des défauts de masculinisation allant 
d’une cryptorchidie (Mohamed et al., 1989) à une inversion sexuelle de type femme XY (Wieacker 
et al., 1996). Un des individus présentant une inversion sexuelle possède des ambigüités des 
organes génitaux externes marquées par un hypospadias sévère, des gonades en bandelettes 
fibreuses avec des tubules testiculaires rudimentaires et la co-existence des tractus génitaux mâles 
et femelles (Elejalde et al. 1984 ; Jordan et al., 2001). Ces éléments montrent que la différenciation 
A B 
Figure 21 : La voie de signalisation WNT/β-caténine canonique (d’après Moon et al., 
2004 – Nature Reviews Genetics). (A) En l’absence de WNT, la β-caténine est séquestrée dans le 
cytoplasme par un complexe protéique composé de GSK3, AXIN et APC. GSK3 induit la 
phosphorylation de la β-caténine qui est ubiquitinylée puis dégradée par la voie du protéasome. (B) 
La fixation du ligand sur son récepteur Frizzled et ses co-récepteurs LRP5/6 active DSH qui bloque 
GSK3. La β-caténine  est libérée du complexe et s’accumule dans le cytoplasme. Elle est ensuite 
transloquée au noyau où elle active l’expression de ses gènes cibles en partenariat avec les facteurs 
LEF/TCF.  
 
APC: adenomatous polyposis coli; β-cat: β-catenin; CBP: CREB-binding protein; CK: casein kinase; DKK: Dickkopf; 
DSH: Dishevelled; GBP: GSK3-binding protein; GSK: glycogen synthase kinase; LRP: LDL-receptor-related protein; P: 
phosphorylation; sFRP: secreted Frizzled-related protein; TCF:T-cell factor. 
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testiculaire est perturbée lorsque WNT4 est surexprimé chez les individus XY, une production 
insuffisante d’AMH et de testostérone pouvant être à l’origine du phénotype observé (Jordan et al., 
2001). 
 
 Le second type de mutation rapportée est une mutation ponctuelle faux-sens. Elle entraine 
la déstabilisation de l’ARNm de WNT4 et une diminution de l’activité de la protéine in vitro (Mandel 
et al., 2008). Il s’agit d’une mutation hypomorphe. Elle a été identifiée à l’état homozygote chez 
trois fœtus atteints du syndrome SERKAL (SEx Reversal, Kidneys, Adrenal and Lung dysgenesis). 
Ce syndrome est caractérisé par une inversion sexuelle, des anomalies du développement des 
reins, des glandes surrénales et des poumons, et est létal pendant la vie fœtale. Sur les trois fœtus 
étudiés, deux étaient porteurs d’un caryotype XX ; l’un présentait des ovotesticules, l’autre des 
testicules histologiquement normaux (Mandel et al., 2008). L’ensemble de ces données obtenues 
chez l’Homme impliquent donc WNT4 dans la différenciation ovarienne. 
 
A1-2. Rôle de la voie WNT4/β-caténine chez la souris 
 
Chez la souris, Wnt4 est exprimé dans le mésonéphros et les cellules somatiques des 
gonades des deux sexes au stade gonades indifférenciées, ainsi qu’au niveau du canal de Müller. A 
partir de 11.5 jpc, son expression est maintenue dans l’ovaire mais elle s’éteint dans le testicule 
(Vainio et al., 1999).  
 
- Invalidation du gène Wnt4 chez la souris 
L’invalidation de Wnt4 est létale quelques heures après la naissance en raison d’une 
insuffisance rénale. Elle entraine la masculinisation des souris XX Wnt4-/-, mais n’a pas d’effet chez 
les souris XY. Les gonades XX Wnt4-/- ont une forme arrondie typique du testicule. La 
différenciation de cellules stéroïdogènes est observée, ainsi qu’une perte progressive des cellules 
germinales entre 15.5 jpc et la naissance (Vainio et al., 1999). Ces résultats suggèrent que chez la 
souris, WNT4 est impliquée dans l’inhibition de la production de testostérone et la survie des 
cellules germinales dans l’ovaire. A partir de la naissance, les gonades XX Wnt4-/- présentent des 
structures en cordons où sont surexprimés les gènes Sox9 et Dhh ce qui indique que les cellules de 
soutien de la gonade XX Wnt4-/- ont transdifférencié en cellules de type Sertoli (Vainio et al., 1999 ; 
Maatouk et al., 2013).  
De plus, le vaisseau cœlomique se forme de façon ectopique sous l’épithélium cœlomique 
des gonades XX Wnt4-/- (Yao et al., 2004). La surexpression de Wnt4 dans des gonades XY montrent 
par ailleurs une désorganisation de la vascularisation testiculaire (Jeays-Ward et al., 2003 ; Jordan 
et al., 2003). Des cultures organotypiques de gonades XX contrôles ou Wnt4-/- accolées à un 
mésonéphros exprimant un gène rapporteur, montrent que cette désorganisation est due à un effet 
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négatif de WNT4 sur la migration de cellules du mésonéphros (Jeays-Ward et al., 2003). WNT4 est 
donc également impliqué dans l’inhibition de la formation du vaisseau cœlomique. 
Par ailleurs, si les organes génitaux externes des souris XX Wnt4-/- sont semblables à ceux 
des femelles contrôles, les organes génitaux internes sont masculinisés : les canaux de Müller sont 
absents et les canaux de Wolff sont différenciés. Le maintien des canaux de Wolff montre que la 
quantité d’androgènes produits par les gonades XX Wnt4-/- est suffisante pour masculiniser les 
organes génitaux internes, mais pas les organes génitaux externes (Vainio et al., 1999). L’analyse 
des gonades fœtales XX Wnt4-/- ne montre pas de différenciation de cellules de Sertoli avant 16.5 
jpc ; l’absence des canaux de Müller n’est donc pas due à une production d’AMH, mais à l’absence 
d’expression du gène Wnt4 dans les canaux.  
 
- Invalidation du gène Ctnnb1 chez la souris  
L’invalidation du gène codant la β-caténine, Ctnnb1 (β-Catenin, Catenin (Cadherin-
Associated Protein), Beta 1) dans les cellules somatiques des gonades XX, récapitule le phénotype 
observé lors de l’invalidation de Wnt4 (Liu et al., 2009). La stabilisation de la β-caténine dans des 
gonades XX Wnt4-/- restaure par ailleurs un développement ovarien normal (Maatouk et al., 2008). 
Ces résultats montrent que WNT4 est le membre de la famille WNT important pour la gonade 
femelle. 
 
- Cibles putatives de la voie WNT4/β-caténine dans l’ovaire 
 Plusieurs cibles putatives de la voie de signalisation induite par WNT4 ont été mises en 
évidence grâce à l’observation des souris XX Wnt4-/-. Ainsi en absence de WNT4, l’expression de Fst 
(Follistatin) et Bmp2 disparait dans les gonades XX (Yao et al., 2004). L’invalidation de Bmp2 est 
létale très précocement au cours du développement embryonnaire (Zhang et Bradley, 1996), et son 
rôle au cours de la différenciation ovarienne n’a pour l’instant pas été étudié. L’invalidation de Fst 
conduit de façon intéressante à des phénotypes similaires à ceux observés chez des souris XX 
mutantes pour Wnt4. Les gonades XX Fst-/- présentent un développement du vaisseau cœlomique, 
ainsi qu’une perte des cellules germinales. Chez ces souris, aucune production anormale de 
stéroïdes n’est cependant notée. Ces résultats indiquent que la Follistatine est impliquée comme 
WNT4 dans l’inhibition de la formation du vaisseau cœlomique et la survie des cellules germinales 
dans les gonades XX, et placent ainsi Fst en aval de WNT4 dans la cascade génétique (Yao et al., 
2004).  
En parallèle de l’activation de Fst, WNT4 inhiberait l’expression de Inhbb (Inhibin beta b) 
qui code pour la sous-unité de l’Activine B. L’Activine B est un membre de la famille des TGF-β. 
C’est un homodimère d’INHBB impliquée dans la formation de l’artère testiculaire. En effet, des 
testicules Inhbb-/- présentent des anomalies du développement du vaisseau cœlomique, et des 
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expériences in vitro montrent que des gonades XX cultivées en présence d’Activine B 
développement un vaisseau cœlomique (Yao et al., 2006). Ces données obtenues in vitro 
récapitulent le phénotype des mutants Wnt4-/- et Fst-/- en ce qui concerne la vascularisation. WNT4 
et la Follistatine sont donc impliqués dans l’inhibition de la formation du vaisseau cœlomique. La 
Follistatine est capable d’interagir avec des protéines de la famille TGF-β pour les empêcher de se 
lier à leur récepteurs (Chen et al., 2004). C’est un inhibiteur fort des Activines. Ainsi, WNT4 
empêcherait la formation du vaisseau cœlomique à deux niveaux : (i) en inhibant l’expression 
d’Inhbb il freine la production d’Activine B et (ii) en activant l’expression de Fst, il prévient 
l’activation de la signalisation Activine B en l’empêchant de se lier à son récepteur.  
 
L’invalidation de Wnt4 induit également la surexpression de gènes dont l’expression est 
normalement retrouvée dans les gonades XY. Outre les gènes impliqués dans la synthèse de 
stéroïdes, la surexpression des gènes Fgf9 et Sox9 est observée dans les gonades XX mutantes (Yao 
et al., 2004). La surexpression de Sox9 est transitoire et même si elle intervient entre 11.5 et 12.5 
jpc, elle ne suffit pas à induire la différenciation de cellules de Sertoli et à inverser le sexe de la 
gonade XX (Kim et al., 2006). Fgf9 est également surexprimée dans les gonades XX Wnt4-/-. De 
manière intéressante, Wnt4 est surexprimé dans les gonades XY Fgf9-/-, suggérant qu’il existe une 
boucle d’inhibition entre ces deux facteurs. Dans un système de cultures de gonades XX Wnt4+/- ou 
Wnt4+/+, l’équipe de Blanche Capel montre que FGF9 n’est capable d’induire l’expression de Sox9 
que dans un contexte où Wnt4 est en haplo-insuffisance (Kim et al., 2006). Au cours de la 
différenciation testiculaire, l’action de FGF9 sur le maintien de l’expression de Sox9 serait donc 
indirecte et consisterait en l’inhibition préalable d’un inhibiteur de l’expression de Sox9 : WNT4. 
 
Ainsi WNT4, via la voie de signalisation β-caténine canonique, est impliqué à différents 
niveaux dans la différenciation de la gonade femelle : (i) il protège la gonade XX contre la mise en 
place de structures testiculaires et notamment la formation du vaisseau cœlomique avec la 
Follistatine, (ii) il réprime la stéroïdogenèse, et (iii) il promeut le développement ovarien en 
régulant la survie des cellules germinales après leur entrée en méiose. Néanmoins, sa 
surexpression dans les gonades XY ou son invalidation dans les gonades XX n’induisent pas 
d’inversion sexuelle complète (Jordan et al., 2003 ; Vainio et al., 1999).  
 
- Activation constitutive de la voie -caténine dans les gonades 
Alors que la surexpression de WNT4 chez des souris XY ne fait que perturber la 
différenciation testiculaire (Jordan et al., 2003), la stabilisation de la β-caténine dans des gonades 
XY conduit à une inversion sexuelle complète (Maatouk et al., 2008). Les organes génitaux externes 
et internes sont féminisés et semblables à ceux de femelles contrôles. A la naissance, les gonades 
XY transgéniques sont localisées à la base des reins, comme des ovaires XX. Histologiquement, elles 
Figure 22 : Les facteurs RSPO potentialisent la voie de signalisation WNT/β-
caténine (tiré de MacDonald et He, 2012 – Cell Research). (A) En l’absence de RSPO, les 
récepteurs LRP5/6 et FZ sont ubiquitinylés par ZNRF3 ce qui conduit à leur internalisation. (B) 
Lorsque RSPO est présent, il interagit avec son récepteur LGR4 et le domaine extracellulaire de 
ZNRF3 ce qui conduit à l’auto-ubiquitinylation de ZNRF3. Les récepteurs FZ et LRP5/6 sont alors 
disponibles à la membrane, et en présence de WNT, la cascade de signalisation β-caténine peut-être 
activée et/ou potentialisée par la formation d’un supercomplexe protéique LGR4-LRP5/6-FZ. 
En l’absence de RSPO En présence de RSPO et de WNT 
A B 
LRP5/6 et FZ  
sont internalisés 
ZNRF3 est dégradé LRP5/6 et FZ 
sont disponibles 
la voie β-caténine  est activée 
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présentent une absence de cordons séminifères et de cellules germinales. Trois semaines après la 
naissance, elles présentent des structures hémorragiques ressemblant à des follicules mais 
dépourvues de cellules germinales. 
Au niveau moléculaire, la stabilisation de la β-caténine induit une diminution de 
l’expression de Sox9 et d’Amh après 12.5 jpc, et la surexpression de gènes ovariens comme Foxl2, 
Bmp2, Fst et Wnt4, ou de marqueurs de méiose comme γH2ax (Maatouk et al., 2008). Ces résultats 
montrent que la voie β-caténine canonique est suffisante pour féminiser la gonade XY alors que la 
surexpression de Wnt4 seule ne l’est pas. D’autres facteurs doivent venir amplifier le signal induit 
par WNT4 et potentialiser l’activation de la β-caténine.  
 
A1-3. Régulation de la voie -caténine 
 
La voie canonique de la β-caténine est favorisée par le binôme GATA4-FOG2 dans l’ovaire 
(Manuylov et al., 2008). Ces facteurs de transcription contrôlent notamment l’expression du gène 
Dkk1 (Dickkopf-related protein 1). DKK1 est un facteur sécrété qui antagonise la voie WNT/β-
caténine en interagissant avec une haute affinité avec les co-récepteurs LRP5/6, ce qui bloque la 
formation du complexe FZD-LRP et l’activation de la cascade de signalisation (Niehrs et al., 2012). 
La perte des interactions entre GATA4 et son co-facteur FOG2 induit une diminution de 
l’expression de Wnt4 et une augmentation de l’expression de Dkk1, ce qui à pour effet d’entrainer 
une diminution drastique de l’activité de la voie β-caténine (Combes et al., 2011). Ainsi le binôme 
GATA4-FOG2 contrôle l’activité de la -caténine en modulant Wnt4 et Dkk1.  
 
 D’autres modulateurs de la disponibilité des récepteurs LRP5/6, qui sont par ailleurs 
capable d’agir en synergie avec les molécules de signalisation WNT, sont les protéines de la famille 
des R-Spondin (ou RSPO). RSPO1 en particulier joue un rôle important dans la régulation de la voie 
WNT/β-caténine et dans la différenciation des gonades femelles.  
  
 A2. RSPO1, un régulateur de la voie WNT/β-caténine 
 
 La famille des protéines RSPO (Roof plate specific spondin) comprend 4 membres (RSPO1 à 
4). Ce sont des protéines sécrétées qui agissent via les récepteurs LGR4 et 5 pour réguler la voie 
WNT/β-caténine (Carmon et al., 2011). Hao et collègues montrent que RSPO1 interagit avec des 
facteurs à activité E3 ligase comme la protéine transmembranaire ZNRF3 (Zinc and ring finger 3) 
qui est impliquée dans l’internalisation des récepteurs des WNT (FZ et LRP6). L’interaction de 
RSPO1 avec ZNRF3 permet l’augmentation du nombre des récepteurs FZ et LRP6 à la membrane et 
une plus grande sensibilité des cellules aux facteurs WNT (Hao et al., 2012) (Figure 22).  
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A2-1. Mutations affectant le gène RSPO1 dans l’espèce humaine 
 
 Chez l’Homme, des mutations homozygotes de RSPO1 (1p34) sont à l’origine d’un 
syndrome caractérisé par une inversion sexuelle de type homme XX associée à une hyperkératose 
palmoplantaire et une prédisposition aux carcinomes spino-cellulaires (Micali et al., 2005 ; Parma 
et al., 2006 ; Tomaselli et al., 2008). RSPO1 augmente de façon sexuellement dimorphique dans les 
gonades XX entre la 6ème et 9ème sem de gestation (Tomaselli et al., 2011). L’étude en biologie 
moléculaire d’un ovotesticule de patient muté pour RSPO1 (Tomaselli et al., 2008) montre une 
diminution de la protéine β-caténine détectée et une diminution de l’expression de WNT4 par 
rapport à des ovaires contrôles. Ces résultats montrent que la mutation de RSPO1 impliquée 
empêche la bonne activation de la voie WNT/β-caténine. Les auteurs réalisent également des 
expériences de transfections de cellules humaines avec des vecteurs exprimant le gène RSPO1 
sauvage ou mutant. Ils montrent que la forme sauvage conduit à une augmentation de l’expression 
de CTNNB1 qui n’existe pas avec la forme mutante (Tomaselli et al., 2011). 
 
A2-2. Rôle de RSPO1 chez la souris 
 
 Chez la souris, Rspo1 est exprimé à 10.5 jpc dans l’épithélium cœlomique des crêtes 
génitales des deux sexes. A partir de 11.5 jpc, son expression augmente de façon sexuellement 
dimorphique dans les cellules somatiques des gonades XX, alors qu’elle est restreinte à l’épithélium 
cœlomique dans les gonades XY (Parma et al., 2006 ; Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008).  
 
L’invalidation de Rspo1 n’a pas d’effet chez les souris XY, mais elle conduit à la formation 
d’ovotesticules chez les souris XX (Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008). Comme chez les 
mutants Wnt4, les gonades XX Rspo1-/- développent le vaisseau cœlomique. Aux alentours de la 
naissance, les premiers signes de masculinisation des gonades XX mutantes apparaissent. Ainsi, à 
partir de 18.5 jpc, les gonades XX Rspo1-/- sont composées d’une partie testiculaire et d’une partie 
ovarienne. La partie testiculaire est marquée par la présence de cellules de type-Leydig et de 
cordons séminifères renfermant des cellules de type-Sertoli mais dépourvus de cellules 
germinales. La partie ovarienne est caractérisée par la présence de quelques follicules. Les organes 
génitaux internes sont doubles et les organes génitaux externes masculinisés (Chassot et al., 2008 ; 
Tomizuka et al., 2008).  
Cependant, contrairement aux mutants Wnt4, la majorité des cellules germinales n’entrent 
pas en méiose dans les gonades XX Rspo1-/- (Yao et al., 2004). L’équipe de Marie-Christine 
Chaboissier montre que RSPO1 est impliqué dans la régulation de la différenciation des cellules 
germinales XX. Dans les gonades XX Rspo1-/-, les auteurs observent une diminution de la 
prolifération des cellules germinales et une diminution de l’expression des marqueurs de méiose 
comme Stra8 (Chassot et al., 2011).  
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Par ailleurs, la même équipe montre que RSPO1 est nécessaire à l’expression de Wnt4 et à 
l’activation de la voie β-caténine dans l’ovaire (Chassot et al., 2008). En l’absence de RSPO1, 
l’expression de Wnt4 est diminuée et la voie β-caténine n’est plus active. En parallèle, la 
stabilisation de la β-caténine dans les gonades XX Rspo1-/- restaure un développement ovarien 
normal (Chassot et al., 2008). L’ensemble de ces travaux montrent que RSPO1 et la β-caténine sont 
impliquées dans la même voie de signalisation, et que RSPO1 est située en amont de cette cascade 
génétique (Figure 22). 
 
Ainsi, les phénotypes observés avec l’invalidation de Rspo1 ressemblent à ceux obtenus 
avec l’invalidation de Wnt4 (sauf pour ce qui concerne les cellules germinales) : dans les gonades 
XX Rspo1 ou Wnt4 mutantes, le vaisseau cœlomique se forme et une masculinisation se met en 
place aux alentours de la naissance suite à une perte importante des cellules germinales (Vainio et 
al., 1999 ; Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008). Dans un article publié en 2013, l’équipe de 
Blanche Capel ré-examine les mutants Wnt4 et Rspo1 et tente d’expliquer pourquoi la 
masculinisation des gonades mutantes se met en place si tardivement (Maatouk et al., 2013). Ils 
montrent que (i) les cellules de la pré-granulosa mutantes passent par une étape intermédiaire de 
différenciation en cellules de la granulosa avant de trans-différencier en cellules de type-Sertoli, et 
que (ii) cette étape de différenciation préalable des cellules de la pré-granulosa serait induite par la 
perte des cellules germinales XX méiotiques (Maatouk et al., 2013). Ces données confirment les 
résultats obtenus en 2005 par l’équipe de Solange Magre, qui montraient déjà que la perte des 
cellules germinales méiotiques était responsable de la transdifférenciation des cellules folliculaires 
(Guigon et al., 2005). Ainsi, la perte des cellules germinales méiotiques dans les gonades mutantes 
entrainerait la différenciation anticipée des cellules de la pré-granulosa. Ces cellules quittent leur 
état de quiescence et se mettent à proliférer comme ce qui se passe au moment de la formation des 
follicules (paragraphe I-C4 de ce chapitre). Elles perdent transitoirement l’expression de Foxl2 et 
activent Amh (qui est alors un marqueur de la réserve ovarienne). La reprise d’une activité 
mitotique des cellules de soutien XX dans un contexte où la voie β-caténine fait défaut serait donc 
un pré-requis à la surexpression de Sox9 (Maatouk et al., 2013). 
 
Par ailleurs, en plus de leur rôle dans la différenciation ovarienne, RSPO1 et WNT4 sont 
impliqués conjointement dans la prolifération des précurseurs gonadiques des deux sexes avant 
11.5 jpc (Chassot et al., 2012). 
 
 B. FOXL2  
 
FOXL2 (Forkhead box-L2) appartient à la famille des facteurs de transcription FOX 
(Forkhead box). Ces facteurs sont impliqués dans différents processus développementaux comme 
Figure 23 : Le syndrome Polled Intersex et son mode de transmission. La mutation 
Polled Intersex Syndrome (PIS) engendre deux phénotypes : une absence de pousse des cornes dès 
l’hétérozygotie rencontrée chez les animaux des deux sexes (XX et XY PIS+/- et PIS-/-) et une inversion 
sexuelle qui affecte exclusivement les animaux homozygotes mutants génétiquement femelles (XX 
PIS-/-). Dans 50% des cas, les mâles XX présentent des ambigüités génitales associées au 
développement d’ovotesticules, la gonade possédant une partie testiculaire caractérisée par la 
présence de cordons embryonnaires comme indiqué sur le schéma (e), et une partie ovarienne 
localisée au cortex où les cellules germinales vont entrer en méiose et dégénérer. Les autres 50% de 
mâles XX présentent une inversion sexuelle complète. 
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l’embryogenèse, où ils régulent la mise en place des axes de l’embryon, le cycle cellulaire, ou 
encore la différenciation cellulaire (Lehmann et al., 2003). FOXL2 est exprimé dans les cellules de la 
granulosa au cours du développement folliculaire. Des mutations de ce gène chez la souris et la 
femme conduisent au développement d’insuffisances ovariennes prématurées. Chez la chèvre, 
l’existence d’une mutation naturelle de FOXL2 a permis de mettre en lumière son rôle dans la 
détermination du sexe femelle. Cette mutation, c’est la mutation Polled Intersex Syndrome (PIS). 
Elle associe deux phénotypes : une absence de pousse des cornes qui touche les animaux des deux 
sexes dès l’hétérozygotie (trait dominant) et une inversion sexuelle de type mâles XX, qui touche 
les animaux génétiquement femelles homozygotes pour la mutation (trait récessif) (Figure 23). 
Les informations traitées dans cette partie ont fait l’objet d’un article de revue auquel j’ai participé 
qui a été publié au début de ma thèse (Pannetier et al., 2012 - Annexe 1). 
 
 B1.  Historique de l’inversion sexuelle chez la chèvre 
 
 La première mention de l’intersexualité chez la chèvre date de la fin du XIXème siècle 
(Petit, 1894). L’apparition des cahiers d’élevage a ensuite permis de tracer les animaux, en y 
inscrivant leur pédigrée et leurs caractéristiques. Asdell et collaborateurs montrent alors que 
l’absence de cornes est un caractère monogénique, autosomique et dominant chez les deux sexes 
(Asdell et al., 1924).  
 
 Le gène impliqué est alors appelé P pour Polled. En 1944, grâce à l’étude de plus de 200 
animaux, Asdell remarque que tous les animaux intersexués sont toujours dépourvus de cornes 
(Asdell, 1944). Il révèle l’existence d’un lien entre les deux phénotypes observés, et propose que la 
même mutation soit à l’origine de l’absence de cornes et de l’intersexualité ; les animaux 
intersexués étant des « femelles modifiées ». Le gène P exercerait ainsi, un effet pléiotrope : 
dominant sur la pousse des cornes et récessif sur l’intersexualité, les animaux intersexués 
présentant une masculinisation variable (Eaton, 1945). Cependant, une sur-représentation des 
mâles dans les effectifs observés par rapport aux effectifs prédits pour un mode de transmission 
récessif de l’intersexualité a été observée (Buechi et al., 1957). Cette différence dans le sex-ratio est 
due au fait que 80% des animaux XY homozygotes pour la mutation sont stériles, et qu’ils étaient 
comptabilisés comme des animaux XX intersexués (Brandsch, 1959 ; Soller et Angel, 1964). En 
effet, il avait été remarqué à l’époque qu’il existait deux types de mâles stériles, ceux qui 
possédaient des testicules hypoplasiques, et ceux qui présentaient une obstruction épididymaire.  
 
En 1969, avec l’avènement de la cytogénétique, Soller et collègues réalisent une étude du 
caryotype des animaux (Soller et al., 1969). Ils confirment que les mâles stériles avec une 
hypoplasie testiculaire sont bien des mâles XX intersexués, et que ceux qui sont stériles à cause 
d’une obstruction de l’épididyme sont des mâles XY homozygotes pour la mutation. De façon 
Figure 24 : Chronologie de la différenciation sexuelle dans l’espèce caprine. Les 
principaux événements de la différenciation du sexe femelle sont indiqués en rose, ceux de la 
différenciation du sexe mâle en bleu.  Les événements communs aux deux sexes sont indiqués en gris. 
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intéressante, il a été noté que les femelles hétérozygotes étaient plus prolifiques que les femelles 
sauvages (Soller et Kempenich, 1964), et que cet effet était retrouvé chez quelques mâles XY 
homozygotes mutants fertiles (Ricordeau et al., 1969). Au début des années 1990, suite à la 
découverte et à la caractérisation du TDF, deux équipes montrent que l’inversion sexuelle chez la 
chèvre n’est pas due à une translocation de SRY ou d’un quelconque autre matériel du chr Y (Just et 
al., 1994 ; Pailhoux et al., 1994). Le développement de la biologie moléculaire a finalement permis 
de caractériser la mutation (Vaiman et al., 1996 ; Vaiman et al., 1999 ; Schibler et al., 2000 ; 
Pailhoux et al., 2001), qui a été renommée PIS pour Polled Intersex Syndrome. A la fin des années 
1990, la mutation PIS est identifiée sur le bras long du chr. 1 caprin (1q43) grâce à l’utilisation de 
marqueurs microsatellites (Vaiman et al., 1996). Le locus est conservé chez l’Homme où des 
mutations hétérozygotes sont impliquées dans le syndrome BPES (Chap4_II) (Vaiman et al., 1999 ; 
Schibler et al., 2000). Grâce à des comparaisons de séquences entre animaux PIS+/+ et PIS-/-, la 
mutation est caractérisée en 2001. Elle correspond à la délétion d’une région non codante de 11.7 
kb (Pailhoux et al., 2001) qui induit le silence transcriptionnel de FOXL2 dans les gonades XX 
mutantes. 
 
 B2. Chronologie de l’inversion sexuelle chez les chèvres XX PIS-/- 
 
 Dans l’espèce caprine, la gestation dure 150 jours. La différenciation des crêtes génitales 
démarre à partir de 25 jpc, et les cellules germinales primordiales les colonisent entre 25 et 30 jpc 
(Figure 24). 
 
Chez le mâle, la différenciation des cellules de Sertoli a lieu vers 34 jpc. Les cordons 
séminifères sont visibles dès 36 jpc. Les cellules de Leydig apparaissent entre les cordons 
séminifères et produisent de la testostérone à partir de 40 jpc. La masculinisation des organes 
génitaux externes à lieu quelques jours plus tard, puis l’AMH produite par les cellules de Sertoli 
induit la régression des canaux de Müller à partir de 46 jpc. La différenciation des canaux de Wolff 
est plus tardive ; les vésicules séminales et la prostate sont visibles à partir de 56 jpc, les 
épididymes et les canaux déférents à partir de 70 jpc (Pailhoux et al., 2002). 
 
 Chez la femelle, l’ovaire possède une organisation en cortex/médulla dès 36 jpc. A ce stade, 
les cellules germinales sont concentrées au niveau du cortex ovarien et prolifèrent activement. La 
médulla est marquée par la présence de cellules stéroïdogènes positives pour CYP19 et 
responsables d’une production d’œstrogènes pendant la vie fœtale, avant même l’entrée en méiose 
des cellules germinales XX (Pailhoux et al., 2002 ; Pannetier et al., 2006b). Les cellules germinales 
entrent en méiose à partir de 55 jpc, et les premiers follicules sont observables à 80 jpc (Pailhoux 
et al., 2002). 
 
Figure 25 : Le locus PIS. Le locus Polled Intersex Syndrome (PIS) est localisé sur le bras long du 
chromosome 1 caprin (Chi 1q42). La région PIS  (en rouge) ne contient pas de séquence codante, 
mais est elle régule l’expression de 4 gènes situés à distance : 3 ARN non-codants longs (lncRNA, 
« long non-coding RNA ») et FOXL2. Dans des conditions physiologiques, l’expression des 4 gènes est 
spécifique de l’ovaire. Lorsque la région PIS est délétée, l’expression des 4 gènes du locus est abolie 
dans les gonades XX. 
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 La différenciation de la gonade XX PIS-/- en testicule a été étudiée par notre laboratoire au 
niveau morphologique (histologie) et moléculaire (RT-PCR semi-quantitative) (Pailhoux et al., 
2002). A 36 jpc, les gonades XX PIS-/- ne présentent pas de différence morphologique avec des 
ovaires XX contrôles, cependant au niveau moléculaire, l’expression de CYP19 est effondrée. Les 
premiers signes de masculinisation apparaissent à 40 jpc au niveau histologique avec la réduction 
du cortex ovarien, la formation des cordons séminifères et celle de la tunique albuginée, et au 
niveau moléculaire avec la surexpression de SOX9 et d’AMH. La masculinisation de la gonade XX 
PIS-/- accuse ainsi un retard d’environ 4 jours par rapport à un testicule XY contrôle. Par la suite, le 
développement de la gonade XX PIS-/- suit la même chronologie qu’un testicule témoin. Le nombre 
de cellules germinales diminue entre 56 et 70 jpc, puis elles disparaissent progressivement jusqu’à 
la naissance.  
 
 Il est à noter que la masculinisation du sexe externe des animaux XX PIS-/- est variable, 
« partielle » dans 50% des cas (Pailhoux et al., 2002). Les animaux présentant des ambiguïtés de 
l’appareil génital externe sont hermaphrodites au niveau gonadique : le tissu testiculaire est 
retrouvé au centre et constitue la plus grande partie de la gonade, et un peu de tissu ovarien est 
retrouvé au niveau cortical. Chez ces animaux, le degré de masculinisation des gonades influence le 
degré de masculinisation des organes génitaux. 
  
 B3. La mutation PIS 
 
 La mutation PIS a été caractérisée par notre laboratoire en 2001. Il s’agit d’une délétion 
d’une région de 11.7 kb appelée région PIS. Cette région est nécessaire à la régulation d’au moins 4 
gènes situés à distance (Figure 25), dont l’expression est sexuellement dimorphique en faveur de 
l’ovaire au début de la différenciation gonadique (34-36 jpc). La mutation induit l’extinction de ces 
quatre gènes dans les gonades XX PIS-/-, alors qu’ils sont surexprimés dans les bourgeons de cornes 
dès l’hétérozygotie (Pailhoux et al., 2001). Parmi ces gènes, FOXL2 (Forkhead box L2) situé à 
environ 300 kb de la région PIS, code pour un facteur de transcription. Les autres, PISRT1 (PIS 
regulated transcript 1), PISRT2 (PIS regulated transcript 2) et PFOXic (Promoter FOXL2 inverse 
complementary), sont des ARN non-codants longs. Les quatre gènes étant éteints dans les gonades 
XX PIS-/-.  
 
 Plusieurs études menées par le laboratoire ont cherché à déterminer le rôle de chacun de 
ces gènes dans l’inversion sexuelle chez la chèvre. Les résultats obtenus (i) suggèrent que les ARN 
non-codants longs sont impliqués dans la régulation de FOXL2, et (ii) démontrent que c’est le 
silence transcriptionnel de FOXL2 qui est à l’origine de l’inversion sexuelle caprine.  
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 B3-1. Rôle régulateur des ARN non-codants longs 
 
 - PFOXic 
 Le gène PFOXic a été mis en évidence alors que le laboratoire étudiait la régulation 
proximale de l’expression de FOXL2. Des expériences menées in vitro montrent que FOXL2 est 
transcrit à partir d’un promoteur bidirectionnel, conduisant à l’expression de FOXL2 dans un sens 
(5’-3’) et à celle de PFOXic dans l’autre sens (3’-5’) (Pannetier et al., 2005). La caractérisation de ce 
gène à montré qu’il était constitué de 5 exons, aboutissant à la transcription d’un ARN de 1.8 kb. 
Bien qu’une phase codante ait été détectée grâce à des logiciels de prédiction, la protéine putative 
ne présente aucune similitude avec une protéine connue et n’est pas conservée chez d’autres 
espèces comme l’Homme, alors qu’une activité transcriptionnelle est observée dans cette même 
région. Pour ces raisons, PFOXic est considéré comme un ARN non-codant long (ARNnc long).  
L’étude des niveaux d’expression de ces deux gènes suggère que le promoteur 
bidirectionnel agit comme un « déversoir transcriptionnel », capable d’orienter la transcription 
vers PFOXic lorsque FOXL2 atteint un certain seuil. Une abondante littérature décrit l’existence de 
tels promoteurs bidirectionnels, permettant la transcription d’un gène codant d’un côté, et la 
transcription d’un ARN non-codant long de l’autre. Cette stratégie de régulation permettrait de 
créer localement un réservoir d’ARN polymérase II ou bien de générer une barrière physique 
contre la propagation de chromatine répressive. Ceci permet de conserver le promoteur dans une 
configuration active, afin de limiter les variations d’expression du gène codant d’intérêt (Wei et al., 
2011). Ainsi, l’expression de PFOXic permettrait de contrôler un niveau optimal d’expression de 
FOXL2 dans ses cellules cibles.  
 
 - les PISRT 
 PISRT1 est situé à 30 kb de la région PIS. PISRT1 est mono-exonique et sa transcription 
donne naissance à un ARN non-codant long de 1.5 kb. Afin de tester son potentiel d’action en trans 
et son implication dans l’inversion sexuelle, la transgénèse additive de PISRT1 a été réalisée chez 
des animaux XX PIS-/- (Boulanger et al., 2008). La surexpression de PISRT1 ne change pas le 
phénotype d’inversion sexuelle, les gènes du locus PIS restent éteints, et la surexpression de SOX9 
et d’AMH n’est pas décalée. Ainsi PISRT1 n’apparaît pas jouer de rôle en trans, mais pourrait plutôt 
jouer un rôle au niveau local dans l’ouverture chromatinienne du locus PIS.  
 
Plus récemment, le laboratoire a pu mettre en évidence l’existence d’une activité 
transcriptionnelle sur une région d’environ 100 kb en amont de PISRT1. Ce très long transcrit non 
codant, appelé PISRT2 est exprimé à partir du même promoteur que PISRT1, qui s’avère être 
bidirectionnel (Pannetier et al. 2012 et données non publiées). Deux hypothèses sont possibles, 
soit (i) PISRT1 et PISRT2 sont impliqués dans l’ouverture et le maintien de la structure 
chromatinienne, soit (ii) leur expression signe l’importance de la région du promoteur 
Figure 26 : Localisation du site de clivage dans la séquence codante du gène FOXL2. 
Les Zinc Finger Nucleases (ZFN) sont des enzymes de restriction artificielles construites pour cibler 
une séquence d’intérêt grâce à la fusion de domaines de reconnaissance à l’ADN (5 doigts de zinc 
reconnaissant un triplet de nucléotides chacun) et d’un domaine endonucléase (Fok1). Pour 
l’invalidation de FOXL2 chez la chèvre, le dimère de ZFN a été créé afin de couper la séquence au site 
GCAGCC encadré en rouge. Le site de clivage est localisé entre le codon start (indiqué en vert) et le 
domaine de liaison à l’ADN de FOXL2 (indiqué en bleu). 
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PISRT1/PISRT2, qui pourrait contenir des éléments régulateurs clés pour l’expression de FOXL2. 
Dans l’espèce humaine, une délétion d’une petite région de 7 kb englobant PISRT1 et son 
promoteur conduisent à une anomalie de l’expression de FOXL2 dans les paupières et à un BPES 
(D’haene et al., 2009, et détails du syndrome BPES dans le chapitre suivant). Des expériences de 
Chromosome Conformation Capture (3C) montrent des interactions directes au niveau génomique 
entre le promoteur de FOXL2 et la région alentour de PISRT1 (D’haene et al., 2009). Ces différents 
résultats tendent à montrer un rôle important de la région du promoteur PISRT1/PISRT2 dont la 
séquence est par ailleurs hautement conservée chez différentes espèces.  
 
 Pour résumer, au niveau du locus PIS, l’expression de FOXL2 semble être régulée de deux 
façons. D’abord, via la transcription des ARN non-codants longs PISRT1 et PISRT2 qui apparaît être 
un pré-requis à celle de FOXL2 ; ensuite via le promoteur bidirectionnel de FOXL2 qui est capable 
d’ajuster son niveau d’expression. 
 
 B3-2. Rôle déterminant de FOXL2 dans la différenciation ovarienne 
 
 Afin de caractériser l’implication de FOXL2 dans l’inversion sexuelle, notre laboratoire a 
réalisé son invalidation chez la chèvre, grâce à l’utilisation de zinc finger nucléases. Les résultats 
ont été obtenus durant ma thèse, et j’ai participé à la caractérisation du phénotype des animaux 
mutants (Boulanger et al., 2014 - Annexe 2).  
 
 Les « zinc finger nucleases » sont des endonucléases artificielles, construites afin de 
reconnaitre une séquence spécifique du génome et de réaliser des cassures double-brin. Ces 
cassures double-brin de l’ADN sont réparées de manière aléatoire ce qui provoque des mutations. 
Les zinc finger nucléases dirigées contre FOXL2 ont été dessinées afin de reconnaitre un site de 
coupure situé en amont du domaine forkhead (Figure 26). Ainsi, en cas de mutation non-sens, une 
protéine tronquée en amont du domaine de liaison serait non-fonctionnelle. Des embryons caprins 
au stade 1 cellule ont donc été injectés avec deux zinc finger nucléases spécifiques de FOXL2, et ont 
été réimplantés chez des mères receveuses. Quatre fœtus mutants ont été obtenus à 56 jpc, dont 
trois fœtus hétérozygotes (2 XX, 1 XY) et un fœtus XX qui possédait une mutation bi-allélique de 
FOXL2 (XX FOXL2-/-). Ce fœtus XX FOXL2-/- présentait sur un allèle, une délétion de 54 pb associée à 
une insertion de 2 pb, et sur l’autre allèle, une délétion de 4 pb. Dans les deux cas, ces mutations 
entrainaient un décalage du cadre de lecture et nous avons vérifié qu’il n’y avait pas de protéine 
produite chez ce fœtus (Figure 27A). Les fœtus hétérozygotes ne présentaient pas de phénotype 
apparent à ce stade et ont servi de contrôle à notre étude. Le fœtus XX FOXL2-/- présentait une 
absence de paupières et la masculinisation de ses organes génitaux externes. Au niveau gonadique, 
la gonade XX FOXL2-/- était organisée comme un testicule, comme l’atteste la présence de cordons 
séminifères et la détection de marqueurs des cellules de Sertoli (Figure 27A). De façon 
Figure 27 : Effets de l’invalidation de FOXL2 chez la chèvre (d’après Boulanger et al., 
2014 - Curr Biol). (A) Phénotype histologique de la gonade observé par immunohistochimie. La 
mutation bi-allélique de FOXL2 conduit à l’absence de production de protéine FOXL2 fonctionnelle. La 
gonade XX FOXL2-/- est organisée comme une gonade mâle et exprime les marqueurs testiculaires. 
(B) Expression des gènes du locus PIS dans la gonade XX invalidée pour FOXL2. Les gènes du locus 
PIS (PISRT1, PISRT2, PFOXic et FOXL2) restent exprimés dans la gonade XX FOXL2-/- . 
A 
B 
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remarquable, les analyses moléculaires montrent que les gènes du locus PIS (les ARN non codants 
longs et FOXL2) restent exprimés dans la gonade XX FOXL2-/- : leur transcription n’est pas 
totalement réprimée comme dans un testicule contrôle (Figure 27B). Ainsi, malgré la 
différenciation morphologique et fonctionnelle de la gonade XX FOXL2-/- en testicule, il apparait 
qu’il manque un facteur, spécifiquement exprimé dans un testicule XY, pour éteindre la 
transcription des gènes du locus PIS (et notamment FOXL2). Ce facteur à priori apporté par le 
chromosome Y pourrait être le gène SRY. En effet, SRY est capable de recruter des facteurs de 
remodelage chromatinien lui conférant une activité répressive sur la transcription (Peng et al., 
2009). Par ailleurs, dans l’espèce caprine, l’expression de SRY dans le testicule XY est observée tout 
au long de la vie fœtale et post-natale. Il semble que SRY soit le facteur manquant dans un testicule 
XX FOXL2-/- qui pourrait expliquer le maintien de la transcription des gènes du locus PIS. 
 
 L’invalidation de FOXL2 chez la chèvre montre que FOXL2 est impliquée dans la répression 
de la différenciation testiculaire. Ces résultats remettent au goût du jour le modèle du gène Z émit 
par l’équipe de Marc Fellous en 1993 (McElreavey et al., 1993), FOXL2 possédant les 
caractéristiques du gène Z au moins dans l’espèce caprine (Figure 6). En son absence, un testicule 
se forme à partir d’une gonade XX. Il est donc un facteur déterminant pour la différenciation 
ovarienne.  
 
Dans le chapitre suivant, je décrirai plus en détail la conservation, l’expression et le rôle de 
FOXL2 chez plusieurs espèces de mammifères. Je présenterai notamment les études qui ont permis 
la caractérisation de ses cibles et qui ont participé à la caractérisation de son rôle, notamment dans 
les gonades.  
  
Figure 28 : Structure de la protéine FOXL2 chez l’Homme (tiré de Verdin et De Baere, 
2012 – Horm Res Paediatrics). La séquence codante est indiquée en orange. Les domaines 
caractéristiques de FOXL2 sont indiqués par une flèche. Le domaine forkhead de liaison à l’ADN fait 
110 acides aminés et est représenté en jaune. La séquence poly-alanine est composée de la répétition 
de 14 résidus alanine et est représentée en brun. L’intégrité du domaine forkhead et de la longueur 
de la séquence poly-Ala est primordiale pour l’activité de FOXL2.  
Domaine 
forkhead 
Séquence 
poly-Ala 
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CHAPITRE 4 
FOXL2 : un facteur clé de la différenciation ovarienne 
 
I. Caractérisation de FOXL2 
 
 A.  Structure et conservation  
 
 FOXL2 est un gène mono-exonique de 2.7 kb chez l’Homme. Il code pour un facteur de 
transcription de 376 acides aminés, d’un poids moléculaire de 50 kDa (Cocquet et al., 2002). Il 
possède un domaine de liaison à l’ADN de type forkhead de 100 acides aminés hautement 
conservé. En effet, cette séquence est identique à hauteur de 96% chez les espèces de mammifères 
étudiées (homme, chèvre, souris), et elle ne diffère que de quelques acides aminés lorsque la 
comparaison est étendue à d’autres espèces de mammifères comme le fugu (poisson-globe) 
(Cocquet et al., 2002).  
 Les facteurs de transcription de la famille Forkhead interagissent avec l’ADN généralement 
sous forme de monomère, où ils reconnaissent un motif consensus de 7 pb au niveau du promoteur 
de leurs gènes cibles : 5’ – (G/A) (T/C) (C/A) A A (C/T) A – 3’. L’équipe de Reiner Veitia aurait par 
ailleurs identifier un élément de réponse à FOXL2 (Benayoun et al., 2008). Les auteurs partent du 
postulat que pour accomplir son rôle spécifique dans l’ovaire, FOXL2 doit posséder un élément de 
réponse qui lui est plus spécifique que les autres facteurs FOX. En retour, FOXL2 doit fixer cet 
élément de réponse avec une plus grande affinité que le motif consensus. Ainsi, grâce à des 
expériences d’immunoprécipitation de séquences générées in vitro, les auteurs mettent en 
évidence la séquence 5’- G T (C/G) A A G G - 3’ comme étant le FLRE (FOXL2 response element) 
(Benayoun et al., 2008).  
 
En plus du domaine de liaison à l’ADN de type forkhead, FOXL2 possède une séquence poly-
alanine (poly-Ala) de 14 résidus (Figure 28). Cette séquence poly-Ala ne semble être conservée 
que chez les mammifères (Cocquet et al., 2002). Ce type de séquence est retrouvé chez d’autres 
protéines, dont la plupart sont des facteurs de transcription ou des protéines interagissant avec les 
ARN. Le rôle exact des séquences poly-Ala reste cependant à déterminer.  
 Les protéines possédant ces répétitions d’acides aminés sont souvent associées à des 
pathologies chez l’Homme, les séquences répétées générant plus facilement des mutations (Karlin 
et al., 2002). Ainsi, la longueur de la séquence poly-Ala de FOXL2 est hautement conservée chez les 
mammifères (Cocquet et al., 2002). Des expansions de sa taille induisent l’agrégation de la protéine 
dans le noyau ou le cytoplasme (Albrecht et al., 2004 ; De Baere et al., 2001, 2003 ; Caburet et al., 
2004) et sont impliquées dans la survenue du syndrome BPES (Chap4_II). 
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 B. Expression de FOXL2 
 
 Dans les gonades, l’expression de FOXL2 est sexuellement dimorphique en faveur de 
l’ovaire, et son patron d’expression est conservé chez toutes les espèces de mammifères étudiées. 
Ainsi, FOXL2 est détectée dans le noyau des cellules somatiques de l’ovaire dès les premiers stades 
de sa différenciation, vers 12.5 jpc chez la souris (Schmidt et al., 2004) et dès 34 jpc chez la 
chèvre(données non publiées). FOXL2 demeure exprimé dans l’ovaire à l’âge adulte, mais son 
expression est alors restreinte aux cellules de la granulosa chez la souris (Crisponi et al., 2001 ; 
Schmidt et al., 2004 ; Pisarska et al., 2004). Notamment, son expression est détectée de façon plus 
intense dans les cellules de la granulosa des petits follicules par rapport à des follicules en 
croissance (Schmidt et al., 2004). Dans l’ovaire adulte caprin, FOXL2 est détectée dans les cellules 
de la granulosa et les cellules de la thèque. 
 
FOXL2 est aussi exprimée dans l’hypophyse glandulaire en formation dès 11.5 jpc et jusqu’à 
l’âge adulte chez la souris, où il marque les cellules gonadotropes et thyréotropes (Ellsworth et al., 
2006). La protéine est aussi détectée dans quelques cellules lactotropes chez des femelles 
gestantes (Ellsworth et al., 2006). Une étude réalisée chez l’Homme montre que FOXL2 est 
exprimée principalement par les cellules gonadotropes, puis dans une moindre mesure, par les 
cellules thyréotropes, lactotropes et adéno-corticotropes (Egashira et al., 2011). L’invalidation 
conditionnelle de Foxl2 dans les cellules gonadotropes hypophysaires chez la souris entraine une 
diminution de la fertilité des mâles et des femelles (Tran et al., 2013). Les mâles ont une réduction 
du poids testiculaire associée à des perturbations de la spermatogenèse et les femelles une 
réduction du poids ovarien et une diminution du taux d’ovulation (Tran et al., 2013).  
 
Foxl2 est également exprimé dans le tractus génital femelle (cornes utérines, oviductes, 
cervix) à partir de 15.5 jpc chez la souris (Bellessort et al., 2015). Dans l’utérus notamment, des 
études réalisées chez la femme et la vache montrent que FOXL2 y possède un profil d’expression 
dynamique au cours du cycle. En effet, son expression est importante pendant la phase folliculaire 
(Governini et al. 2014) et elle est plus faible pendant la phase lutéale et au moment de 
l’implantation (Eozenou et al., 2012). Des études fonctionnelles réalisées chez la souris montrent 
que la présence de FOXL2 dans ce tissu est nécessaire à la fertilité des femelles, son invalidation 
conditionnelle dans l’endomètre induisant une absence d’implantation (Bellessort et al., 2015).  
 
Ainsi, FOXL2 est exprimé dans l’ovaire, l’utérus et l’hypophyse, autrement dit dans les 
organes contrôlant la fonction de reproduction chez les femelles, en faisant un gène clé de la de la 
reproduction et de la fertilité femelle. 
 
Enfin, FOXL2 est exprimé dans le mésenchyme des paupières en développement (Crisponi 
et al., 2001 ; Pailhoux et al., 2001). Chez la souris et la chèvre, l’invalidation de Foxl2/FOXL2 
Figure 29 : Le syndrome BPES dans l’espèce humaine (d’après Crisponi et al., 2001 – 
Nature Genetics). Le syndrome BPES induit des anomalies de la formation des paupières chez les 
individus des deux sexes. Le diamètre horizontal des paupières est réduit, les paupières supérieures  
sont abaissées ce qui diminue le champ visuel, et des plis cutanés des paupières inférieures viennent 
recouvrir les coins internes des yeux. Dans certains cas, la distance entre le coin interne des yeux 
peut être augmentée. Dans le cas du BPES de type I, ces malformations palpébrales sont associées à 
une insuffisance ovarienne prématurée chez les femmes. La sévérité du phénotype ovarien varie en 
fonction du type de mutation.  
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conduit à une absence de formation des paupières (Uda et al., 2004 ; Boulanger et al., 2014). Chez 
l’Homme, des mutations hétérozygotes de FOXL2 sont responsables de la survenue du syndrome 
BPES ; comme j’en parlerai dans le paragraphe suivant, ces mutations engendrent des 
malformations des paupières qui peuvent être associées à une IOP (Chap4_II). Afin de caractériser 
l’étiologie des malformations palpébrales, l’équipe de Giovanni Levi a étudié plus en détail 
l’expression de Foxl2 au niveau crânio-facial chez la souris (Heude et al., 2015). Ils montrent que 
Foxl2 est exprimé dans les cellules de la crête neurale crâniale et les cellules du mésoderme crânial 
au cours du développement. Ces cellules sont impliquées dans le développement du squelette et 
des muscles au niveau de la face. En invalidant Foxl2 spécifiquement dans l’un ou l’autre de ces 
types cellulaires, ils montrent que l’absence de FOXL2 dans ces cellules conduit à une hypoplasie 
des paupières, des anomalies du développement des muscles extra-oculaires, des yeux et à des 
altérations mineures du squelette de la face (Heude et al., 2015). Dans l’ensemble, ces résultats 
obtenus chez la souris récapitulent le phénotype des patients BPES. 
 
II. Le syndrome BPES dans l’espèce humaine 
 
 Le BPES (Blepharophimosis, Ptosis, Epicanthus inversus Syndrome) est un syndrome 
autosomique dominant dans lequel des malformations des paupières sont associées à une IOP 
(BPES de type I) ou non (BPES de type II) (Figure 29). Les malformations des paupières touchent 
les hommes et les femmes et possèdent 4 caractéristiques principales : (i) blepharophimosis : une 
réduction de la taille de la fente palpébrale horizontale, (ii) ptosis : un abaissement de la paupière 
supérieure conduisant à une diminution de la fente palpébrale verticale, (iii) epicanthus inversus : 
la présence de plis cutanés au niveau de la paupière inférieure courant des bords internes aux 
bords externes de l’œil, et (iv) telecanthus : une augmentation de la distance entre les coins 
médiaux des yeux sans augmentation de la distance entre les pupilles.  
 Dans le cas d’un BPES de type I, les problèmes de fertilités sont donc limités aux femmes 
(IOP). Les hommes sont fertiles et transmettent la mutation à leur descendance. Les femmes 
atteintes de BPES de type I ont des phénotypes d’IOP variables. Certaines présentent une 
aménorrhée primaire associée à la présence d’ovaires en bandelettes fibreuses (Fraser et al., 
1988), d’autres présentent des irrégularités dans leurs menstruations et possèdent des ovaires 
histologiquement normaux (Méduri et al., 2010). 
 
 Des expériences de liaisons génétiques réalisées chez des familles atteintes d’un BPES de 
type II ont permis d’identifier le locus 3q22-23 comme étant impliqué dans la survenue de 
malformations des paupières (Amati et al., 1995). Ces travaux ont aussi été réalisés chez des 
familles atteintes d’un BPES de type I et ont impliqué le même locus (Amati et al., 1996), suggérant 
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que la mutation du même gène soit responsable des deux pathologies. En 2001, Crisponi et 
collègues identifient le gène FOXL2 comme étant muté chez les patients atteints de BPES (Crisponi 
et al., 2001).  
 
A.  Mutations intragéniques de FOXL2 
 
 Les mutations intragéniques de FOXL2 représentent environ 80% des cas de BPES (De 
Baere et al., 2003). Dans 30% des cas, la mutation induit une expansion de la séquence poly-Ala, ce 
qui augmente la propension des protéines mutées à former des agrégats dans le noyau ou le 
cytoplasme (Caburet et al., 2004). Les mutations intragéniques localisées dans le domaine 
forkhead peuvent diminuer la capacité de trans-activation de la protéine (Todeschini et al., 2011). 
Enfin, certaines mutations peuvent toucher des sites de modifications post-traductionnelles de la 
protéine.  
Dans les cellules KGN, il a été mis en évidence que la protéine FOXL2 existait sous 
différentes isoformes à différents points iso-électriques (Benayoun et al., 2009). Différentes études 
in vitro ont montré que FOXL2 pouvait être phosphorylé (Pisarska et al., 2010), sumoylé 
(Benayoun et al., 2009 ; Kuo et al., 2009 ; Marongiu et al., 2010) ou acétylé (Benayoun et al., 2009). 
Ainsi, la mutation (Y258N) transformant un résidu tyrosine, normalement phosphorylé, en 
asparagine entraine la survenue d’une IOP non-syndromique (Harris et al., 2002). Par ailleurs, des 
mutations retrouvées sur des sites de sumoylation ou des conditions de dé-acétylation sont 
décrites comme diminuant les capacités répressives de FOXL2 sur les promoteurs de ses gènes 
cibles (Kuo et al., 2009 ; Marongiu et al., 2010 ; Benayoun et al., 2009). 
 
L’observation de cas familiaux ainsi que plusieurs études menées in vitro ont tenté de 
déterminer une corrélation entre le type de mutation et le type de BPES observé (De Baere et al., 
2003 ; Nallathambi et al., 2008 ; Dipietromaria et al., 2009). Il a ainsi été prédit que des protéines 
tronquées en amont de la séquence poly-Ala induisent généralement le développement d’un BPES 
de type I. Des mutations entrainant une expansion de la séquence poly-Ala sont en contrepartie 
majoritairement retrouvées dans des cas de BPES de type II. En revanche, pour des protéines 
mutées possédant un domaine forkhead ou poly-Ala intact, la prédiction du phénotype est difficile, 
des variabilités inter-individuelles ayant été retrouvées au sein d’une même famille (De Baere et 
al., 2003).  
 
Une mutation homozygote de FOXL2 a été décrite dans la littérature. Elle est présente chez 
un homme et une femme issus d’une famille consanguine, qui sont atteints de BPES de type II 
(Nallathambi et al., 2007). La mutation provoque une expansion de 5 résidus alanine (Ala19), au 
lieu de 10 résidus dans les autres cas décrits (Ala24) (De Baere et al., 2001,2003 ; Caburet et al., 
2004). In vitro, la protéine FOXL2-Ala19 a tendance à moins s’agréger que le variant FOXL2-Ala24 
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(Nallathambi et al., 2007). D’autres membres de cette famille possèdent par ailleurs la mutation à 
l’hétérozygotie mais ne montrent pas de phénotype de BPES. Cette découverte met en évidence un 
lien entre la taille de l’expansion poly-Ala et la sévérité du phénotype obtenu, une expansion plus 
courte dans ce cas, entrainant un phénotype moindre. La fonction ovarienne de la femme atteinte 
n’a pas été étudiée, mais la généalogie indique qu’elle n’a pas eu d’enfant (Nallathambi et al., 2007).  
Des cas de mutation de FOXL2 l’impliquant dans le développement d’une IOP non 
syndromique (sans BPES) ont été rapportés (Harris et al., 2002 ; Laissue et al., 2009 ; Table 7). 
L’étude menée in vitro montre que la protéine mutante a ses capacités de transactivation 
diminuées dans l’ovaire spécifiquement. L’activité de FOXL2 n’est cependant pas entièrement 
abolie.  
 
B.  Réarrangements génomiques et mutations régulatrices 
 
En parallèle des mutations intragéniques, des réarrangements du génome induisant la 
délétion complète ou partielle de FOXL2 ou de ses séquences régulatrices, ont été décrites comme 
conduisant à un BPES (Beysen et al., 2008). 
Les réarrangements du génome incluant des délétions de FOXL2 comptent pour 12% des 
cas de BPES (Beysen et al., 2005). Ces délétions peuvent être totales ou partielles et inclure 
d’autres gènes. Par exemple, le gène ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) est 
localisé à 6.1 Mb en amont de FOXL2. Une délétion de 7.7 MB touchant FOXL2 et ATR entraine un 
BPES et un retard mental (de Ru et al., 2005).  
En parallèle, les délétions en dehors de FOXL2 comptent pour 5 % des cas de BPES (Beysen 
et al., 2005). Ces mutations considérées comme régulatrices récapitulent les mutations 
intragéniques de FOXL2 bien que le gène ne soit pas touché. Ces mutations affectent des séquences 
localisées en 3’ mais surtout en 5’ de FOXL2, qui contiennent des séquences conservées pouvant 
correspondre à des éléments de régulation en cis de l’expression de FOXL2. Notamment, une 
délétion d’une région de 7 kb située 283 kb en amont de FOXL2 et touchant PISRT1 et son 
promoteur (région orthologue à la région PIS caprine) conduisent à une anomalie de l’expression 
de FOXL2 dans les paupière et à un BPES (D’haene et al., 2009). L’existence de tels cas montrent 
que des éléments importants situés à distance de FOXL2 sont nécessaires à sa régulation.  
 
 Pour résumer, la pathologie développée (BPES avec ou sans IOP) ainsi que sa sévérité 
dépendent du type de mutation impliquée. Plus l’expression de FOXL2 et/ou son activité sont 
diminuées, plus le risque de développer un BPES de type I apparait grand et le phénotype sévère. Si 
l’on veut comparer les phénotypes obtenus chez la chèvre et chez l’Homme, d’abord au niveau du 
phénotype palpébral, l’invalidation de FOXL2 dans l’espèce caprine (protéine tronquée en amont 
du domaine forkhead) (Boulanger et al., 2014 – Annexe 2) provoque une agénésie complète des 
Figure 30 : Phénotypes de l’invalidation totale de Foxl2 chez la souris (adapté de 
Uda et al., 2004 -  Hum Mol Genetics). En plus d’une mortalité périnatale et du réduction du 
poids des souris, l’invalidation totale de Foxl2 (Foxl2-/-) induit une hypoplasie sévère des paupières 
(A) et des cornes utérines (B). Le tractus génitale des souris Foxl2-/-est semblable à celui des souris 
contrôles (Foxl2+/+) à la naissance, mais il reste hypoplasique par la suite. (C) Dans l’ovaire, la 
folliculogenèse est bloquée au stade follicule primordial. Les cellules de la pré-granulosa conservent 
une forme allongée et ne se différencient pas. Les ovocytes entrent anormalement en croissance. 
A Foxl2
+/+ Foxl2-/- 
B 
C Foxl2
+/+ Foxl2-/- 
Foxl2+/+ Foxl2-/- 
* 
* 
* * 
naissance                                                                                               8 sem 
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paupières, comme ce qui est observé chez la souris (Uda et al., 2004, voir paragraphe suivant), ce 
qui peut se rapprocher du phénotype obtenu à l’hétérozygotie dans le cas du BPES chez l’Homme. 
Il est à noter que dans le cadre de la mutation PIS, l’expression de FOXL2 n’est pas altérée dans les 
paupières (Pailhoux et al., 2001), ce qui explique la présence de paupières chez les mutants.  
 Si on s’intéresse au phénotype ovarien, chez la chèvre, la mutation homozygote de la région 
PIS ou l’invalidation de FOXL2 induisent une inversion sexuelle (mâles XX). Chez l’Homme, 
certaines mutations hétérozygotes de FOXL2 induisent des IOP, qui sont par ailleurs variables. La 
seule mutation homozygote décrite pour FOXL2 concerne le variant Ala19. Ce variant FOXL2-Ala19 
semble générer une protéine plus active que tous les autres variants mutants décrits (variant 
hypomorphe), c’est certainement la raison pour laquelle la mutation n’induit pas de phénotype à 
l’homozygotie (Nallathambi et al., 2007). Il n’existe donc pas à l’heure actuelle de mutation 
homozygote de FOXL2 chez l’Homme décrite comme ayant un impact drastique sur son expression 
ou son activité. Si on ne peut pas conclure quant à l’effet d’une mutation amorphe de FOXL2 sur le 
phénotype ovarien dans l’espèce humaine, on ne peut cependant pas exclure qu’une telle mutation 
récapitule le phénotype d’inversion sexuelle observé chez la chèvre.  
 
III. Rôle de FOXL2 chez la souris 
 
 A. Invalidation totale de Foxl2 
 
 L’invalidation totale de Foxl2 a été réalisée de façon indépendante par deux équipes en 
2004, l’une supprimant toute la séquence codante de Foxl2 (KO Foxl2 ; Uda et al., 2004), l’autre 
remplaçant la séquence codante par un gène rapporteur (Foxl2LacZ ; Schmidt et al., 2004). Dans les 
deux études, la perte de FOXL2 induit les mêmes phénotypes (Figure 30) :  
 
 - une mortalité périnatale : 50% des souris invalidées meurent la première semaine (Uda 
et al., 2004) et la quasi-totalité des souriceaux Foxl2-/- est morte avant le sevrage (Schmidt et al., 
2004). Les souris survivantes, environ 5% des souris invalidées, peuvent vivre jusqu’à 1 an 
(Schmidt et al., 2004) ; 
 
 - une réduction de la taille des souris invalidées qui est de 85% de celle des souris 
contrôles. Ce résultat est corrélé à une diminution de 40% de l’IGF1 circulante (Uda et al., 2004) et 
peut s’expliquer par l’expression hypophysaire de Foxl2 (Ellsworth et al., 2006). Ce phénotype est 
par ailleurs retrouvé chez les patients atteints de BPES qui sont généralement de plus petite taille. 
 
 - une hypoplasie sévère des paupières détectable dès 13.5 jpc (Uda et al., 2004) qui est à 
mettre en regard des malformations des paupières chez les patients BPES et de l’absence de 
paupières chez la chèvre (FOXL2-/-). 
 
Figure 31 : Phénotype gonadique de l’invalidation de Foxl2 induite à l’âge adulte 
chez la souris (d’après Ulhenhaut et al., 2009 – Cell). L’invalidation de Foxl2 induite à l’âge 
adulte conduit à la transdifférenciation de l’ovaire en une gonade possédant des caractéristiques 
morphologiques de type testiculaire. Ainsi, la gonade XX invalidée pour Foxl2 (panel de droite) 
contient des structures qui ressemblent à des tubes séminifères. Les cellules de la granulosa ont 
transdifférencié en cellules de type-Sertoli, reconnaissables par leurs prolongements cytoplasmiques 
(astérisque) et leur nucléole tripartite (flèche blanche) caractéristiques. Les structures en tubes sont 
entourées d’une lame basale (flèche noire). 
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 - une hypoplasie de l’utérus (Uda et al., 2004), cohérente avec l’expression de Foxl2 dans 
ce tissu (Bellessort et al., 2015). 
 
 - une infertilité femelle due à un blocage de la folliculogenèse : les ovaires Foxl2-/- sont 
similaires à des ovaires contrôles jusqu’à une semaine après la naissance (Uda et al., 2004 ; 
Schmidt et al., 2004). Les follicules primordiaux sont présents en quantité équivalentes et ils sont 
histologiquement identiques : une couche de cellules de la pré-granulosa (de forme allongées) 
entourent des ovocytes ayant une taille < 15 µm. Au niveau moléculaire, les marqueurs de la 
croissance ovocytaire sont exprimés à des niveaux comparables (Uda et al., 2004 ; Schmidt et al., 
2004). A partir de 2 semaines, les ovaires invalidés pour Foxl2 ne possèdent que des follicules 
bloqués au stade follicule primordial contrairement aux ovaires contrôles qui présentent des 
follicules secondaires. FOXL2 est donc nécessaire à la transition follicule primordial-primaire et à 
l’activation des follicules. Notamment, les cellules somatiques des follicules chez les KO gardent 
une forme allongée ce qui montre que FOXL2 est impliqué dans la différenciation des cellules de la 
pré-granulosa en cellule de la granulosa. Par ailleurs, leurs ovocytes entrent en croissance de 
manière anormalement élevée. Cette activation anormale de la croissance ovocytaire est marquée 
par une augmentation de la taille de la cellule (> 20 µm) et de l’expression de Gdf9 (Schmidt et al., 
2004). Les ovocytes activés entrent ensuite en atrésie. Ces résultats montrent que FOXL2 contrôle 
indirectement la croissance ovocytaire. Il est à noter que les deux études font état d’une subfertilité 
des femelles à l’hétérozygotie. Leur phénotypage n’a pas été plus approfondi. 
 
 B. Invalidation inductible de Foxl2 à l’âge adulte 
 
De façon remarquable, l’invalidation inductible de Foxl2 à l’âge adulte a introduit la notion 
de plasticité du sexe gonadique (Ulhenhaut et al., 2009). Dans cette étude, l’équipe de Mathias 
Treier réalise l’excision du gène Foxl2 chez des femelles âgées de 8 sem après les avoir mises en 
présence de tamoxifène qui active une Cre recombinase ubiquiste inductible (R26CreERT2;Foxl2f/f 
ou iKO Foxl2). Trois semaines après le traitement, les auteurs observent une trans-différenciation 
des ovaires iKO Foxl2 en testicules (Figure 31), les follicules ressemblant à des tubes séminifères 
dépourvus de cellules germinales. Une étude transcriptomique réalisée à ce stade montre la 
surexpression de marqueurs testiculaires. Les cellules de la granulosa sont reprogrammées en 
cellules de type-Sertoli, et les cellules de la thèque en cellules de type-Leydig, productrices de 
testostérone. Par ailleurs, dans ce processus de trans-différenciation, les auteurs montrent que la 
surexpression de SOX9 suit la disparition de la protéine FOXL2 avec un délai d’un jour seulement 
(Ulhenhaut et al., 2009). Grâce à des expériences de ChIP, ils montrent que FOXL2 interagit sur 
l’élément TESCO. In vitro, FOXL2 bloque l’activité du TESCO engendrée par SF1 et SOX9, et cette 
action répressive est renforcée en présence d’ESR1 (Estrogen Receptor 1). Ainsi, l’identité femelle 
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de la gonade à l’âge adulte serait maintenue grâce à la répression de SOX9 par FOXL2 et ESR1. Ces 
travaux mettent en évidence que l’identité sexuelle des gonades n’est pas établie de façon 
définitive pendant la vie fœtale, mais qu’elle doit être maintenue tout au long de la vie de l’individu. 
 
 Pour résumer, la perte de FOXL2 chez la souris induit un phénotype ovarien anormal 
uniquement après la naissance, malgré son expression dans le tissu dès les premiers stades de sa 
différenciation. Les résultats obtenus chez cette espèce montrent qu’il est nécessaire à la 
différenciation des cellules de la granulosa et au maintien de leur identité à l’âge adulte. Le 
phénotype de son invalidation chez la souris est différent de celui observé chez la chèvre où son 
rôle est plus précoce, mais il ressemble davantage à celui des patientes BPES qui est observé à 
l’hétérozygotie.  
 
IV. Les cibles de FOXL2 
 
 Le développement des analyses transcriptomiques à haut-débit en parallèle de l’utilisation 
de modèles in vitro a permis de caractériser des cibles potentiellement régulées par FOXL2. Dans 
ce paragraphe, j’aborderai dans un premier temps les cibles décrites dans l’hypophyse, puis dans 
un second temps, celles décrites dans l’ovaire. 
 
 A. Les cibles hypophysaires 
 
 Dans l’hypophyse, FOXL2 est détecté principalement dans les cellules gonadotropes et 
thyréotropes mais aussi dans les cellules lactotropes (Ellsworth et al., 2006). L’analyse des 
hypophyses de souris mutantes Foxl2-/- montre qu’elles sont plus petites que celles de souris 
contrôles, mais que FOXL2 n’est pas nécessaire à la différenciation des cellules gonadotropes ni à 
celle des autres types cellulaires (Justice et al., 2011). Dans ce tissu, plusieurs études montrent que 
FOXL2 pourrait jouer un rôle dans le contrôle de la gamétogenèse, en régulant l’expression de 
plusieurs gènes impliqués dans le fonctionnement de l’axe hypothalamo-hypophysaire. 
 
- Le récepteur de la GnRH 
La GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) est l’hormone sécrétée par l’hypothalamus 
qui régule la sécrétion des gonadotropines au niveau hypophysaire, en agissant via son récepteur : 
GnRHR (Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor). Chez la souris, l’expression de Gnrhr dépend 
notamment d’une séquence enhancer appelée GRAS (GnRHR activating sequence ) localisée dans le 
promoteur du gène. Des expériences de retard sur gel couplées à l’utilisation d’un système 
rapporteur où des éléments GRAS sont fusionnés avec le gène de la luciférase, ont permis de 
montrer qu’un complexe protéique formé de Smad3/4, AP1 (Activator Protein 1) et FOXL2 
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interagit directement avec l’élément GRAS et active le promoteur. Ces travaux montrent que FOXL2 
est capable d’activer la transcription de Gnrhr dans un modèle de cellules gonadotropes murines, 
en collaborant avec les Smad (Ellsworth et al., 2003).  
 
- La sous-unité commune des hormones hypophysaires 
 Chez la souris, FOXL2 est exprimée dans les cellules de l’hypophyse en développement et 
co-localise avec αGSU (alpha subunit of glycoprotein hormones), la sous-unité partagée par les 
hormones hypophysaires FSH, LH et TSH (Ellsworth et al., 2006). In vitro, FOXL2 est capable 
d’activer l’expression de Cga (le gène codant pour la sous-unité αGSU) dans plusieurs lignées de 
cellules gonadotropes, thyréotropes ou hétérologues murines. Ces résultats sont retrouvés in vivo 
dans des lignées de souris transgéniques surexprimant FOXL2 sous le contrôle du promoteur de 
Cga, ce qui montre que la surexpression de FOXL2 est suffisante pour activer Cga (Ellsworth et al., 
2006). 
 
- La Follistatine 
La Follistatine est un modulateur de la voie des TGF-β dans le sens où elle empêche 
l’interaction du ligand avec son récepteur. Dans une boucle de rétro-contrôle, la voie de l’activine, 
via Smad3, régule positivement l’expression de Fst grâce à la présence d’un élément de réponse 
appelé SBE1 (Smad-binding element 1) dans un intron du gène. Grâce à une approche in vitro, 
Blount et collègues montrent que FOXL2 potentialise l’action de Smad3 et par conséquent 
l’activation de Fst par la voie de l’activine (Blount et al., 2009). Ils montrent que les deux facteurs 
sont recrutés au niveau de l’enhancer intronique de Fst, FOXL2 se fixant à un motif consensus des 
facteurs forkhead (FKHB, Forkhead binding element) situé juste en aval de SBE1. La surexpression 
de Foxl2 augmente l’effet activateur de la voie activine, alors que sa sous-expression via l’utilisation 
d’ARN interférence, diminue l’action de Smad3 sur l’expression de Fst (Blount et al., 2009). 
  
- La sous-unité  de la FSH 
Le gène Fshβ code pour la sous-unité spécifique de la FSH. L’invalidation de Foxl2 chez la 
souris, qu’elle soit totale, ou conditionnelle dans les cellules gonadotropes, conduit à une 
diminution de l’expression et de la sécrétion de FSH au niveau hypophysaire (Justice et al., 2011 ; 
Tran et al., 2013). L’expression de Fshβ est activée par la voie de l’activine (Lamba et al., 2009 ; 
Corpuz et al., 2010 ; Tran et al., 2013). Comme pour le gène Fst, FOXL2 régule Fshβ en partenariat 
avec Smad3 ; l’absence de FOXL2 ou la mutation de son élément de réponse conduisant à une 
abolition de l’activation de Fshβ par la voie de l’activine (Lamba et al., 2009 ; Corpuz et al., 2010).  
 De façon notable, la régulation de Fshβ diffère selon les espèces étudiées (modèles 
cellulaires de souris, porc, ou homme). Les éléments de réponse de Smad3 ou de FOXL2 ne sont pas 
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conservés dans les différents modèles, et il a été mis en évidence une variabilité dans la sensibilité 
de Fshβ pour ces deux facteurs (Lamba et al., 2009). Ainsi, le promoteur humain de Fshβ apparait 
insensible à la voie de l’activine, et moins affin pour FOXL2 que ses orthologues murins ou porcins 
(Lamba et al., 2009 ; Corpuz et al., 2010).  
 
 Ainsi dans l’hypophyse, FOXL2 semble agir comme un activateur. Souvent en partenariat 
avec les facteurs Smad il régule la production de FSH à plusieurs niveaux : (i) en activant 
l’expression de Gnrhr, il rend les cellules gonadotropes plus sensibles aux signaux 
hypothalamiques, (ii) en régulant Fst, il module la signalisation de l’activine, et (iii) il active 
directement la synthèse de FSH en régulant l’expression des gènes codant pour ses deux sous-
unités, Cga et Fshβ. De façon notable, la plupart de ces résultats ont été obtenus grâce à des 
expériences in vitro réalisées à partir de lignées cellulaires hypophysaires et n’ont pas été 
démontrés in vivo par des expériences de ChIP. 
 
 B. Les cibles ovariennes 
 
 Les cibles ovariennes de FOXL2 ont été mises en évidence grâce à l’utilisation de modèles 
de cellules de la granulosa ou d’ovaires Foxl2-/-.  
 
B1. Analyses par gènes candidats 
 
B1-1. FOXL2 en tant qu’inhibiteur 
 
Contrairement aux résultats obtenus dans l’hypophyse où FOXL2 semble agir 
exclusivement comme un activateur, l’analyse par gène candidat des cibles de FOXL2 dans l’ovaire 
montre qu’il est également capable d’agir comme un inhibiteur de la transcription.  
 
- StAR et CYP17 
 Plusieurs études ont mis en évidence FOXL2 comme étant un répresseur de gènes 
impliqués dans la différenciation testiculaire. FOXL2 est un inhibiteur transcriptionnel de StAR et 
de CYP17, deux gènes impliqués dans la biosynthèse des androgènes.  
StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) réalise la première étape de la 
stéroïdogenèse puisqu’il permet l’entrée du cholestérol dans la mitochondrie avant sa conversion 
en prégnénolone. Trois sites consensus pour les facteurs FOX ont été identifiés au niveau du 
promoteur proximal du gène StAR humain (Pisarska et al., 2004). In vitro, FOXL2 est capable 
d’interagir avec le promoteur de StAR et d’inhiber son expression, et ces résultats sont annulés 
lorsque les auteurs utilisent une forme mutante de FOXL2 tronquée pour sa partie C-terminale 
(Pisarska et al., 2004).  
Page | 103  
 
CYP17 est l’enzyme qui conduit à la synthèse des androgènes faibles (Figure 11). Son 
expression est activée par SF1. Park et collègues montrent que FOXL2 inhibe indirectement 
l’expression de CYP17. Grâce à l’utilisation de cellules 293T et KGN humaines, les auteurs montrent 
que FOXL2 interagit avec le domaine de liaison à l’ADN de SF1 ce qui bloque son interaction avec le 
promoteur de CYP17. Des protéines FOXL2 mutantes dépourvues de domaine Forkhead ne sont 
par ailleurs plus capables d’interagir avec SF1 et d’avoir cette action inhibitrice sur l’expression de 
CYP17 (Park et al., 2010). 
 
- Cyp26b1  
FOXL2 s’oppose également à l’action de SF1 dans la régulation de Cyp26b1 qui code pour 
l’enzyme qui dégrade l’acide rétinoïque (Kashimada et al., 2011b). CYP26B1 est co-détectée avec 
SOX9 et SF1 dans les cordons séminifères du testicule fœtal par hybridation in situ (Kashimada et 
al., 2011b). Les auteurs montrent que SOX9 et SF1 activent l’expression de Cyp26b1 in vitro, et que 
cette activation est bloquée en présence de FOXL2. Par ailleurs, les ovaires Foxl2-/- sur-expriment 
Cyp26b1. Ces données suggèrent que FOXL2 inhibe l’expression de Cyp26b1 (Kashimada et al., 
2011b). 
 
- Sf1 
 En plus de bloquer son action, FOXL2 serait un inhibiteur de l’expression de Sf1. Chez la 
souris, Sf1 diminue dans l’ovaire à partir de 12.5 jpc lorsque Foxl2 augmente (Ikeda et al., 1994). 
Les ovotesticules de souris XYPOS possèdent une expression de SF1 diminuée dans la région 
ovarienne positive pour FOXL2 (Wilhelm et al., 2009). Enfin, Sf1 est surexprimé dans les ovaires 
Foxl2-/- à 13.5 et 16.5 jpc (Garcia-Ortiz et al., 2009 ; Takasawa et al., 2014). Grâce à des expériences 
in vitro, l’équipe de Peter Koopman montre que FOXL2 interagit directement avec le promoteur de 
Sf1 et empêche son activation par WT1-KTS (Takasawa et al., 2014 ; Wilhelm et Englert, 2002). 
 
- Sox9 
 Enfin, FOXL2 est un inhibiteur de Sox9. Dans l’ovaire postnatal, Ulhenhaut et collègues 
montrent grâce à des expériences de ChIP que FOXL2 collabore avec les œstrogènes via leur 
récepteur ESR1 pour réprimer Sox9 au niveau du TESCO (Ulhenhaut et al., 2009). De manière 
intéressante, l’étude des transcriptomes d’ovaires Foxl2-/- à 13.5 et 16.5 jpc (Garcia-Ortiz et al., 
2009) montre la surexpression de gènes mâles tels que Sox9, Dmrt1, Cyp26b1, et Inhbb en fin de vie 
fœtale. Ce résultat suggère que les cellules de la granulosa ont perdu une partie de leur identité, 
même si cela n’a pas de conséquence morphologique à ce stade. 
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B1-2. FOXL2 en tant qu’activateur 
 
 En parallèle de cette action inhibitrice sur des gènes de la voie mâle, FOXL2 active des 
gènes impliqués dans la différenciation ovarienne. Ainsi, FOXL2 est un activateur transcriptionnel 
de CYP19. Ce gène code l’aromatase, l’enzyme responsable de la conversion finale des androgènes 
en œstrogènes. Chez la chèvre, CYP19 est toujours co-détecté avec FOXL2 (Pannetier et al., 2006b) 
et son expression est effondrée chez les mutants XX PIS-/- (Pailhoux et al., 2002). In vitro, FOXL2 est 
capable d’activer l’expression de CYP19 et des expériences de ChIP montrent que cette activation 
est directe (Pannetier et al., 2006b). FOXL2 a donc un rôle bivalent dans la biosynthèse des 
stéroïdes : d’un côté il semble réprimer les étapes menant à la biosynthèse des androgènes, de 
l’autre, il favorise la synthèse d’œstrogènes. 
 FOXL2 est également un activateur de FST. FST est inhibiteur de la voie des TGF-β. Son 
invalidation chez la souris conduit à une masculinisation partielle des gonades XX qui développent 
un vaisseau cœlomique et une apoptose des cellules germinales (Yao et al., 2004). L’expression de 
Fst est diminuée dans les ovaires Foxl2-/- (Ottolenghi et al., 2005). L’équipe de Peter Koopman 
montre que FOXL2 et FST sont exprimés dans les mêmes cellules de l’ovaire, et que FOXL2 et BMP2 
coopèrent pour activer Fst in vitro (Kashimada et al., 2011a).  
 Enfin, des études in vitro montrent que FOXL2 est capable de réguler sa propre expression 
au niveau de son promoteur (Moumné et al., 2008 ; Benayoun et al., 2008).. 
 
B2. Analyses à grande échelle 
 
B2-1. Analyses transcriptomiques 
 
 L’existence d’un modèle de souris invalidées pour Foxl2 a permis de mettre en évidence les 
gènes dérégulés dans l’ovaire en son absence. Ainsi l’équipe de Christopher Ottolenghi compare les 
transcriptomes d’ovaires murins contrôles et invalidés pour Foxl2 seul, ou en combinaison avec 
Wnt4 ou Kit sur puces Affimetrix (Garcia-Ortiz et al., 2009). Les auteurs partent alors du principe 
que des gènes cibles de FOXL2 doivent être retrouvés différentiellement exprimés dans tous les 
ovaires invalidés pour Foxl2 (que ce soit seul ou en combinaison avec Wnt4 ou Kit). Dans ces 
conditions, ils mettent en évidence 149 gènes dérégulés communs aux trois types de gonades 
Foxl2-/-. Les gènes les plus perturbés par l’absence de Foxl2 sont associés au développement 
neuronal ou vasculaire et à la stéroïdogenèse (gènes sous-exprimés) ou bien au développement 
testiculaire (gènes surexprimés) (Garcia-Ortiz et al., 2009).  
 
En plus de ce modèle murin in vivo, Georges et collègues ont étudié le transcriptome de 
cellules folliculaires murines transfectées ou non avec un siRNA pour sous-exprimer Foxl2 
(Georges et al., 2014). Ils mettent en évidence 863 gènes dérégulés. Parmi les gènes sous-exprimés 
Figure 32 : Les principales voies régulées par FOXL2 mises en évidence dans la 
lignée cellulaire KGN (adapté de Batista et al., 2007 – PNAS). Dans cette lignée cellulaire 
dérivées de cellules de la granulosa, FOXL2 régule (1) la biosynthèse des stéroïdes, en favorisant la 
production d’œstrogènes, (2) l’apoptose et la détoxification des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 
deux processus qui peuvent entrainer le vieillissement prématuré de l’ovaire s’ils ne sont pas 
correctement régulés, et (3) la synthèse de prostaglandines et la réponse à l’inflammation, deux 
mécanismes activés au moment de l’ovulation. 
 
CCL :  Chemokine (C-C motif) ligand ; NFAT : Nuclear factor of activated T-cells ; PTGS2 : Prostaglandin-Endoperoxide 
Synthase 2 ; BCL2A1 :  BCL2-related protein A1 ; IER3 : Immediate early response 3 ; TNFAIP3 : tumor necrosis 
factor, alpha-induced protein 3 ; FOS : FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog ; ATF3 : Activating 
transcription factor 3 ; CH25H : Cholesterol 25-hydroxylase  ; PPARGC1A : Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma, coactivator 1 alpha ; MnSOD : Manganous superoxide dismutase ; NR5A2 : nuclear receptor 
subfamily 5, group A, member 2 ;  STAR : Steroid acute regulatory protein ; CYP19 : Cytochrome P450 aromatase. 
 
Homéostasie 
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  CYP19 Apoptose ↔ Détoxification des ROS 
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quand l’expression de Foxl2 est inhibée, les auteurs retrouvent des gènes associés au 
développement ovarien comme Fst ou Cyp19 qui sont des cibles déjà décrites, mais aussi des gènes 
associés à la folliculogenèse et l’ovulation. Les gènes surexprimés quant à eux sont des gènes 
associés au développement testiculaire comme Sox9 ou Dhh. Les processus biologiques dérégulés 
concernent l’adhérence des cellules, la prolifération, la croissance cellulaire, la régulation des 
stéroïdes, la communication cellulaire et la transduction du signal (Georges et al., 2014).  
Par ailleurs, l’utilisation des cellules KGN a permis de mettre en évidence l’implication de 
FOXL2 dans le déroulement de la folliculogenèse (Batista et al., 2007 ; Caburet et al., 2012 ; Georges 
et al., 2014). Les cellules KGN sont des cellules de la granulosa tumorales humaines (Nishi et al., 
2001). L’équipe de Reiner Veitia a surexprimé FOXL2 dans des cellules KGN et a comparé leur 
transcriptome avec celui de cellules KGN non transfectées dans le but de révéler des cibles 
putatives de FOXL2 (Figure 32). Leurs résultats confirment l’implication de FOXL2 dans la 
régulation de la biosynthèse des stéroïdes et mettent en lumière son rôle dans la régulation de 
l’apoptose, du cycle cellulaire, de la réponse à l’inflammation et au stress, notamment via la 
détoxification des espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui sont produites au moment de 
l’ovulation (Batista et al., 2007 ; Caburet et al., 2012). 
 
B2-2.  Analyse par ChIP-sequencing  
 
 Dans une étude récente, l’équipe de Reiner Veitia a recherché les cibles de FOXL2 dans les 
cellules folliculaires murines grâce à une étude transcriptomique couplée à du ChIP-sequencing 
(Georges et al., 2014). De manière intéressante, lorsqu’ils confrontent les résultats 
transcriptomiques (voir paragraphe précédent) aux séquences immuno-précipitées, ils montrent 
que pour les cibles activées, FOXL2 ne se fixe pas au niveau des sites initiateurs de transcription, 
mais à l’intérieur de l’unité de transcription et notamment dans les introns (Georges et al., 2014). 
Ce résultat n’est valable que pour les gènes activés par FOXL2. En effet, pour les gènes qu’il inhibe, 
les auteurs ne retrouvent aucun enrichissement des séquences immuno-précipitées à proximité 
des gènes. Les auteurs émettent alors l’hypothèse que FOXL2 réprime ses gènes cibles de manière 
indirecte (Georges et al., 2014). On peut également imaginer que la régulation puisse se faire à 
longue distance. 
 
 Par ailleurs, leurs résultats de ChIP-sequencing couplés à des expériences in vitro montrent 
que FOXL2 régule l’expression d’Esr2 (le gène codant pour le récepteur β aux œstrogènes) en 
collaboration avec l’Activine A (Georges et al., 2014). En comparant les cibles de FOXL2 et d’ERβ, ils 
mettent en lumière que la quasi-totalité des cibles de ERβ sont communes avec celles de FOXL2. 
Notamment, grâce à la co-transfection de cellules folliculaires avec des siRNA dirigés contre Foxl2 
et Esr2, ils montrent que ERβ n’a un effet sur ses cibles que si FOXL2 est présent. Ce résultat 
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montre que ERβ comme les Smad, est un partenaire de FOXL2 (Georges et al., 2014). Dans ce 
système, ils confirment également les résultats obtenus par l’équipe de Robin Lovell-Badge 
concernant la collaboration de FOXL2 et des œstrogènes pour inhiber l’expression de Sox9 
(Ulhenhaut et al., 2009 ; Georges et al., 2014). 
 
 Pour conclure, la perte de fonction de FOXL2 chez les différentes espèces de mammifères 
étudiés va de pathologies d’infertilité comme l’IOP chez la femme et la souris, à une inversion 
sexuelle complète, comme c’est le cas dans l’espèce caprine. L’identification des cibles de FOXL2, 
chez la souris grâce à l’existence de modèles transgéniques, ou chez l’Homme grâce à l’utilisation 
de modèles de cellules de la granulosa tumorales, montre qu’il est un facteur clé de la fertilité 
femelle, impliqué dans toutes les étapes du développement ovarien à l’exception du déterminisme 
du sexe. En effet, chez la souris, FOXL2 n’est pas impliqué dans le développement fœtal de l’ovaire, 
et chez l’Homme, il n’existe pas ou il n’a pas encore été décrit de mutation amorphe de FOXL2. 
L’effet de sa perte de fonction complète dans l’ovaire humain reste donc à déterminer. En parallèle, 
FOXL2 est un gène déterminant pour l’ovaire chez la chèvre. L’utilisation du modèle caprin semble 
donc pertinent pour étudier son rôle au cours des premiers stades de la morphogenèse ovarienne. 
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CHAPITRE 5 
Objectifs de la thèse 
 
Le laboratoire dans lequel j’ai effectué ma thèse étudie les mécanismes qui régissent la 
différenciation des gonades chez les mammifères et plus précisément chez la chèvre, en tirant 
profit de l’existence des mutants PIS (mâles XX PIS-/-). Lorsque je suis arrivée, l’équipe avait 
caractérisé la mutation et les gènes présents au niveau du locus PIS (Figure 25) (Pailhoux et al., 
2001 ; Pannetier et al., 2003, 2005 ; Boulanger et al., 2008). Les résultats accumulés, qu’ils soient 
publiés ou non, suggéraient fortement que FOXL2 était le seul gène du locus PIS responsable de 
l’inversion sexuelle caprine.  
 
Afin de tester cette hypothèse, le laboratoire a alors entrepris d’invalider FOXL2 chez la 
chèvre. Bien que le projet ait débuté des années avant que j’arrive, les résultats, c’est-à-dire 
l’obtention des fœtus mutants, ont été obtenus au cours de ma thèse. J’ai alors participé à la 
caractérisation de leur phénotype et les résultats ont fait l’objet de la publication qui figure en 
Annexe 2 (Boulanger et al., 2014). Ces résultats montrent que FOXL2 est déterminant pour 
l’ovaire, sa perte de fonction dans les gonades XX entrainant leur différenciation en testicules. Par 
ailleurs, le phénotype gonadique obtenu avec l’invalidation de FOXL2 récapitule celui des mutants 
XX PIS-/-, validant finalement l’hypothèse de départ. Les mutants XX PIS-/- peuvent donc être 
considérés comme des mutants naturels de FOXL2. 
 
 Afin de rechercher les gènes ou les voies de signalisation régulées par FOXL2 qui 
pourraient être impliqués dans le déterminisme ovarien, le laboratoire a séquencé les 
transcriptomes d’ovaires XX, testicules XY et gonades XX PIS-/- à 36 jpc, stade auquel les gonades 
caprines amorcent leur différenciation (RNA-sequencing). Les résultats du RNA-sequencing ont été 
obtenus à mon arrivée au laboratoire. A partir de ces résultats, l’objectif de ma thèse a été double : 
 
 mettre en lumière les cibles de FOXL2 qui pourraient aider à caractériser son rôle au 
cours de la morphogenèse ovarienne précoce. Notamment, l’identification de certaines cibles 
pourrait aider à comprendre la différence des phénotypes gonadiques obtenus entre les mutants 
PIS-/- (qui n’expriment pas FOXL2) et les souris Foxl2-/- (Uda et al., 2004 ; Schmidt et al., 2004). Pour 
cela, nous nous sommes intéressés aux transcrits différentiellement exprimés entre les ovaires XX 
contrôles et les gonades XX PIS-/-.  
Ainsi, après avoir analysé et validés les résultats du RNA-sequencing, mon objectif était de 
mettre au point la technique de ChIP à partir d’ovaires caprins pour démontrer le caractère direct 
de la régulation. Comme je l’expliquerai dans la discussion de l’Article 1 : High-throughput 
sequencing analyses of XX genital ridges lacking FOXL2 reveal DMRT1 up-regulation before SOX9 
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expression during the sex-reversal process in goats (Elzaiat et al., 2014), ce projet a occupé une 
grande partie de ma thèse, puisque nous avons rencontré des problèmes liés à l’utilisation de la 
technologie de séquençage, et que le ChIP n’a pas fonctionné.  
 
  mettre en évidence de nouveaux gènes pro-ovariens. Pour cela nous avons fait une 
autre analyse des résultats de séquençage et avons recherché les gènes plus fortement exprimés 
dans l’ovaire par rapport au testicule. Nous avons mis en évidence 44 gènes. Parmi eux, certains 
n’avaient jamais été décrit dans les gonades. Nous avons choisi d’étudier le rôle de l’un d’entre eux, 
DMXL2, grâce à des expériences fonctionnelles chez la souris. DMXL2 présentait en effet un profil 
d’expression gonadique indiquant qu’il pouvait jouer un rôle dans l’ovaire caprin avant la méiose 
puis au moment de la formation des follicules. Par ailleurs, il était peu étudié dans la littérature et 
les quelques données disponibles l’impliquaient dans la régulation de la voie Notch et de la 
folliculogenèse chez d’autres espèces de vertébrés (Yan et al., 2009 ; Sethi et al., 2010). Nous avons 
commandé des souris hétérozygotes pour Dmxl2 au début de ma première année de thèse. J’ai 
étudié le phénotype des souris Dmxl2-/- ce qui fait l’objet de l’Article 2 : Dmxl2 is involved in 
olfaction and folliculogenesis in mice (Elzaiat et al., soumis à Plos One). 
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Résumé de l'Article 1 
 
Les figures et tables citées dans le résumé correspondent à celles de l’article 1. 
 
 FOXL2 est un marqueur précoce de la différenciation ovarienne chez toutes les espèces de 
vertébrés étudiées (Cocquet et al., 2002). Chez la chèvre, sa perte de fonction que ce soit dans le 
cadre de son invalidation (Boulanger et al., 2014) ou de la mutation PIS (Pailhoux et al., 2001) 
conduit à une inversion sexuelle très précocement au cours du développement, c’est-à-dire dès les 
premiers stades de la différenciation gonadique. Chez la souris en revanche, et bien que Foxl2 soit 
exprimé dès 12.5 jpc dans la gonade femelle (Schmidt et al., 2004), son invalidation totale n’a pas 
d’effet sur la différenciation ovarienne précoce, mais interrompt la folliculogenèse en perturbant la 
transition des follicules primordiaux en follicules primaires (Schmidt et al., 2004 ; Uda et al., 2004). 
Dans l’espèce humaine, l’haplo-insuffisance de FOXL2 induit une insuffisance ovarienne 
prématurée dans le syndrome BPES de type I (Crisponi et al., 2001). Afin d’expliquer ces 
différences entre espèces, nous avons recherché les cibles putatives de FOXL2 au cours de la 
différenciation ovarienne précoce chez la chèvre. En effet, les données transcriptomiques 
disponibles ont été obtenues à partir de modèles cellulaires humains (Batista et al., 2007) et 
murins (Georges et al., 2014), ou d’ovaires de souris invalidées ou non pour Foxl2 (Garcia-Ortiz et 
al., 2009) et n’ont pas mis en évidence de facteurs qui auraient pu expliquer l’inversion sexuelle 
observée dans l’espèce caprine. 
 
 Afin de déterminer les cibles potentielles de FOXL2 au cours de la morphogenèse ovarienne 
précoce chez la chèvre, nous avons comparé les transcriptomes d’ovaires XX et de gonades XX PIS-/- 
à 36 jpc obtenus par RNA-sequencing. A ce stade, l’ovaire exprime FOXL2 et le testicule SOX9. Dans 
la gonade XX PIS-/- en revanche, l’expression de FOXL2 est éteinte et celle de SOX9 n’est pas encore 
surexprimée ; à ce stade donc, la gonade XX PIS-/- persiste dans un état peu différencié, elle est 
toujours entre deux sexes ou « intersexuée » (IS) (Pailhoux et al., 2002 et Figures 2A et 3A). 
 
 Les analyses différentielles et statistiques des résultats issus du RNA-sequencing montrent 
que 163 transcrits sont dérégulés dans les gonades IS par rapport aux ovaires (F) (Figure 1) :  
 
- 25 transcrits sont sous-exprimés dans les gonades IS (F>IS) et correspondraient à des 
gènes potentiellement activés par FOXL2 (Table 2) ; parmi eux, 19 sont plus fortement exprimés 
dans l’ovaire en différenciation par rapport à un testicule (M) et correspondraient à des gènes 
femelles ou pro-ovariens (F>M) ; les 6 autres ont une expression similaire dans l’ovaire et le 
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testicule (F=M) et correspondraient à des gènes marquant l’entrée dans un processus de 
différenciation quel que soit le sexe de la gonade.  
 
- 138 transcrits sont sur-exprimés dans les gonades IS (F<IS), et correspondraient à des 
gènes potentiellement inhibés par FOXL2 (Table 3). Parmi eux, 103 sont plus fortement exprimés 
dans le testicule en différenciation par rapport à un ovaire et correspondraient à des gènes mâles 
ou pro-testiculaires (F<M) ; les 35 autres ont une expression similaire dans l’ovaire et le testicule 
(F=M) et correspondraient à des gènes marquant l’état indifférencié. Ainsi dans la gonade XX en 
différenciation, FOXL2 apparait principalement comme un facteur anti-testiculaire plutôt que pro-
ovarien. 
 
 Cette action anti-testiculaire, FOXL2 l’exerce sur les trois grands types cellulaires de la 
gonade XX : les cellules germinales, les cellules somatiques stéroïdogènes et les cellules de soutien.  
 
- sur les cellules germinales, FOXL2 a un effet indirect puisqu’il n’est pas exprimé dans ce 
type cellulaire. Les résultats du RNA-sequencing montre que l’expression de CYP26B1 est 
augmentée dans les gonades IS comme ce qui est observé dans un testicule (Figure 2C). Ce résultat 
suggère que l’environnement somatique des cellules germinales est modifié et en effet, lorsqu’on 
étudie 4 jours plus tard l’expression de marqueurs témoignant de leur différenciation, les cellules 
germinales XX de la gonade IS ne surexpriment pas les marqueurs pré-méiotiques DAZL et STRA8 
comme elles le font dans un ovaire contrôle (Figure 4B). Ces cellules germinales n’entrent pas en 
méiose. Ainsi, dans un ovaire en différenciation, FOXL2, en inhibant CYP26B1, protège le destin des 
cellules germinales XX et permet qu’elles entrent en méiose. 
 
- dans les cellules somatiques possédant une activité stéroïdogène, le silence 
transcriptionnel de FOXL2 conduit à la surexpression de CYP11A et 17βHSD3 et à l’extinction de 
CYP19 (Figure 2B et C). Ces résultats indiquent la réorientation d’une stéroïdogenèse de type 
femelle vers une stéroïdogenèse de type mâle. Différentes études ont décrit l’implication de FOXL2 
dans la régulation de la stéroïdogenèse. Ces études et la notre confirment que FOXL2 est le garant 
d’une production de stéroïdes femelles. 
 
- dans les cellules somatiques de soutien enfin, DMRT1 est surexprimé en l’absence de 
SOX9 (Figure 2A et C, Figure 3A et B). Cette augmentation de DMRT1 dès 36 jpc signe un début de 
masculinisation et la spécification de cellules somatique à devenir des cellules de type-Sertoli. En 
effet, l’étude de la masculinisation de la gonade XX PIS-/- à des stades ultérieurs (Figure 6) montre 
que DMRT1 est à l’origine des cellules de type-Sertoli. Ces cellules se différencient entre 36 et 40 
jpc (Pailhoux et al., 2002 ; Figure 5B), elles expriment SOX9 et sont positives pour l’AMH. Nos 
résultats montrent que toutes les cellules positives pour l’AMH sont d’abord positives pour 
DMRT1. Par ailleurs de façon remarquable, nos résultats montrent qu’au cours de l’inversion 
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sexuelle caprine, certaines cellules de type-Sertoli émergent de cellules stéroïdogènes, comme 
l’atteste le double marquage DMRT1/CYP17 (Figure 3C, Figure 6B). Ainsi, en l’absence de FOXL2 
dans les gonades XX PIS-/-, DMRT1 est surexprimé très précocement dans les cellules somatiques 
(dont certaines sont stéroïdogènes) ce qui est à l’origine de la différenciation des cellules de type-
Sertoli.  
 
 Nos résultats nous ont permis de proposer un modèle de la différenciation gonadique 
alternatif au modèle déjà existant basé sur des données obtenues chez la souris (Figure 7). Dans ce 
modèle, FOXL2 et DMRT1 jouent un rôle précoce au cours de la différenciation gonadique. DMRT1, 
en coopération avec SRY et SF1 activerait l’expression de SOX9 spécifiquement dans la cellule de 
Sertoli ; il est le facteur manquant chez la chèvre pour expliquer la restriction de SOX9 dans ces 
cellules, SRY et SF1 étant exprimés dans plusieurs types cellulaires (Montazer-Torbati et al., 2010). 
FOXL2 est un facteur anti-testiculaire pouvant être assimilé au gène Z qui inhibe l’expression de 
DMRT1 (McElreavey et al., 1993).  
 
 
  
1. Extraction d’ARN totaux 
2. Fragmentation 
(sélection des ARN polyA+) 
3. Rétro-transcription 
en ADNc 
4. Ajout des adaptateurs 
(amplification par PCR) 
5. Sélection de la taille 
des fragments 
6. Séquençage des  
 extrémités (paired-end) 
Figure 33 : Les étapes du RNA-sequencing (tiré de Martin et Wang, 2011 – Nat Rev 
Genet). (1) Les ARN totaux sont extraits du tissu d’intérêt, (2) après une étape facultative de 
sélection d’une certaine catégorie d’ARN, ceux-ci sont fragmentés, (3) les ARN sont rétro-transcrits 
en ADNc, (4) les adaptateurs du séquenceur sont ajoutés aux extrémités, (5) après une étape 
facultative d’amplification (ménagée), les ADNc ayant la taille souhaitée sont sélectionnés, (6) dans le 
cas d’un séquençage en paired-end, seules les extrémités sont séquencées. Le séquençage génère des 
petites séquences ou reads, qui sont finalement identifiées grâce à un alignement sur un génome de 
référence.  
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Méthodologie utilisée 
Analyse transcriptomique par séquençage à haut-débit :  
RNA-sequencing 
 
 Le RNA-sequencing est une technique de séquençage à haut-débit qui permet l’étude du 
transcriptome d’un tissu d’intérêt. Cette technique comprend plusieurs étapes (Figure 33) et 
aboutit à la génération de petites séquences appelées "reads" qui sont finalement alignées sur un 
génome de référence afin d’être identifiées, puis comptées. C’est une technologie hautement 
quantitative, plus le nombre de "reads" est élevé, plus le transcrit est représenté.  
 
 Le laboratoire a utilisé cette technique afin de caractériser le transcriptome d’ovaires XX, 
testicules XY et gonades XX PIS-/- à 36 jpc, et mettre ainsi en évidence les gènes cibles putatifs de 
FOXL2 dans les gonades XX au début de leur différenciation. Comme le génome caprin n’était pas 
disponible au moment où l’équipe a initié ces travaux, deux séquençages d’ARN utilisant des 
technologies différentes ont été réalisés (Figure 34) :  
 
- un séquençage qualitatif utilisant le séquenceur 454 (Roche) a permis de générer une 
banque de transcrits caprins de référence,  
 
- le séquençage quantitatif a été réalisé avec le séquenceur Genome Analyser II 
(Solexa/Illumina) et les "reads" générés ont été alignés sur la banque de référence. La préparation 
des différentes librairies et leurs séquençages ont été réalisés par le prestataire GATC Biotech. 
 
I. Création de la banque de référence : séquençage qualitatif 454 
(Roche) 
 
  25 µg d’ARN totaux issus de pools de testicules et d'ovaires de 36 jpc (ratio 1:1) ont été 
fournis au prestataire GATC Biotech qui a sélectionné les ARN poly-adénylés (polyA). Ces ARN 
polyA ont ensuite été rétro-transcrits en ADNc, les adaptateurs 454 ont été ajoutés à leurs 
extrémités et les ADNc ont été amplifiés par PCR ménagée. Après une étape de normalisation 
visant à restreindre l’expression de chaque ADNc à une unique copie, ceux-ci ont été séquencés sur 
le séquenceur 454 de Roche. Les séquences générées ont été associées au niveau de séquences 
homologues pour former des "contigs". En collaboration avec l'équipe SIGENAE de l’INRA de 
Toulouse, la banque de référence a été enrichie grâce à l’apport d’autres séquences caprines issues 
(i) des bases de données publiques et (ii) du séquençage d’ARNm de glandes mammaires de chèvre 
(issues d’autres projets INRA). Ces contigs une fois assemblés, ont été identifiés par annotation 
Figure 34 : Les deux stratégies de séquençage utilisées dans notre étude. La 
technique de RNA-sequencing nécessite un génome de référence afin de pouvoir identifier les 
produits de séquençage. Comme le génome caprin n’est pas disponible, nous avons d’abord créé une 
banque de transcrits caprins avec le séquenceur 454. Dans un second temps, le séquençage 
quantitatif a été réalisé sur le séquenceur Genome Analyser II (GA II). Les "reads" générés ont 
finalement été cartographiés sur la banque de transcrits caprins de références.  
- Extraction des ARN 
- Clustering  : assemblage des séquences 
formation des "contigs " 
un « contig » 
25 µg         ¼ F1+ ¼ F2 + ¼ M1+ ¼ M2  
ADNc 
- Sélection des polyA         RT 
- PCR ménagée (16 cycles) 
- Ajout des adaptateurs 454  
- Séquençage 454  (ADNc de 500-700 pb) 
- Alignement sur bases de données 
- Normalisation 
- Annotation des contigs 
Séquençage 454 
 (Roche) 1 
QUALITATIF 
 
Construction d’une banque de référence 
Séquençage GA II 
 (Illumina/Solexa) 2 
 
QUANTITATIF 
 
- Extraction des ARN  
5 µg              F1  F2      M1  M2      IS1  IS2 
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- Nébulisation                            
ADNc de 200 pb 
- Séquençage en paired-end                         
- Tag des dupliquas d’une même condition 
 
                          F1+F2    M1+M2    IS1+IS2  
fragments de 36 pb x2  
= " reads "  illumina 
- Comptage du nombre de "reads" 
des polyA 
RT 
ADNc 
- Alignement sur la banque de référence 
Page | 113  
 
automatique par comparaison avec les séquences bovines, équines, canines et humaines présentes 
dans les bases de données (Figure 34-1).  
 
II. Séquençage quantitatif grâce à la technologie Illumina/Solexa 
 
 Deux extractions des ARN totaux issus de pools d’ovaires, testicules et gonades XX PIS-/- de 
36 jpc ont été réalisées (le nombre de gonades utilisées par pool est listé dans la Table 
supplémentaire S1 de l’article 1). Ainsi, chaque génotype est représenté par des dupliquas 
biologiques indépendants. 5 µg de chaque échantillon ont été utilisés pour la préparation des 
librairies de séquençage. Les ARN polyA ont été sélectionnés et rétro-transcrits en ADNc. Les ADNc 
ont été fragmentés en séquences de 200 pb. Les échantillons ont été tagués car pour chaque 
condition (F, M ou IS), les dupliquas ont été déposés sur la même piste de séquençage. Le tag 
permet ainsi d’attribuer les comptages aux bons échantillons. Les ADNc ont été séquencés sur le 
Genome Analyser II (Illumina/Solexa) en "paired-end", c’est-à-dire au niveau de leurs deux 
extrémités, sur une longueur de 36 pb. Les "reads" générés ont été alignés sur la banque de contigs 
de référence que nous avons créée, puis pour chaque contig, ils ont été comptés (Figure 34-2).  
  
Figure 35 : Les filtres appliqués aux données fixant la variabilité tolérée entre les 
répliquas biologiques des échantillons F et IS.  
ANALYSE DESeq 
entre F et IS 
• "Faibles" comptages (≤ 20)  
⇨ variation maximale tolérée = 3 
 
 
 
• Comptages >20 
⇨ variation maximale tolérée = 2 
Exemple :  
Pour un contig 
si F1= 2 et F2 = 19 
Elimination du contig avant 
l’analyse DESeq 
Exemple :  
Pour un contig 
si F1= 25 et F2 = 80 
Elimination du contig avant 
l’analyse DESeq 
F1, F2 – IS1, IS2 
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Résultats complémentaires de l’Article 1 
 
I.  Les écueils du RNA-sequencing 
 
 Le RNA-sequencing est une technologie hautement quantitative. Par rapport à une puce à 
ADN (micro-array), elle présente plusieurs avantages. Elle permet une détection des transcrits 
sans a priori. Elle n’est donc pas biaisée par la représentativité d’une sonde sur la puce et peut 
permettre la détection de nouveaux transcrits. Le RNA-sequencing possède également une 
profondeur de détection plus grande et plus fine, car la technologie n’est pas limitée par le nombre 
de sondes sur la puce pour un transcrit. On peut donc détecter des variations d’expression de façon 
plus précise. Par ailleurs, les puces commerciales disponibles ont été construites pour l’étude de 
modèles largement étudiés comme l’Homme ou la souris. Il n’existe pas à l’heure actuelle de puce 
pour l’étude du transcriptome caprin. Néanmoins, le RNA-sequencing nécessite qu’un génome de 
référence soit disponible et annoté afin d’identifier les "reads" générés. Comme ce n’était pas le cas 
du génome caprin au moment où ses travaux ont débutés, nous avons du générer un transcriptome 
caprin de référence (Figure 34). A l’obtention des résultats, nous avons rencontrés deux écueils, 
un premier concernant l’identification des "reads" par le séquenceur, le second concernant la 
banque de référence. 
 
A. Ecueil 1 : les dupliquas biologiques  
 
Des variations importantes dans le nombre de comptages ont été observées entre les 
dupliquas biologiques d’un même sexe (entre F1 et F2, IS1 et IS2,etc…), alors que les vérifications 
RT-qPCR réalisées sur ces mêmes échantillons ARN ne montraient pas de variations. D’après notre 
prestataire de services GATC, ce problème serait du à la non-reconnaissance et/ou à la mauvaise 
attribution des tags lors de la lecture des "reads" en sortie de séquenceur. Ce problème, spécifique 
au système de tags de première génération du Genome Analyser II, a été résolu depuis (notre 
séquençage a été réalisé en 2010). Néanmoins, nous ne pouvions recommencer le séquençage, 
faute d’argent et d’échantillons biologiques disponibles.  
 
Pour palier à ce problème, et essayer d’obtenir les informations d’intérêt à partir de cette 
expérience, nous avons choisi d’appliquer des filtres à nos données avant l’analyse 
bioinformatique, le but étant de fixer la variation tolérée entre les dupliquas d’une même condition 
(Figure 35). Ainsi, les filtres suivants ont étés appliqués aux échantillons F1/2 et IS1/2 en fonction 
du nombre de comptages par échantillon :  
Contigs Vérification F1 F2 IS1 IS2 M1 M2 
SC_CYP19A1_BOVIN.1.10 MFN1 30 8 2 20 2 9 
SC_CYP19A1_BOVIN.2.10 SINE Bov tA 10 22 16 20 13 31 
SC_CYP19A1_BOVIN.3.10 LRRC58 6 8 22 6 0 14 
SC_CYP19A1_BOVIN.4.10 SUV39H2 5 2 6 2 3 4 
SC_CYP19A1_BOVIN.5.10 CYP19A1 12 16 0 2 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.6.10 BTA1 5 4 2 1 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.7.10 PITX3 20 6 20 12 9 20 
SC_CYP19A1_BOVIN.8.10 CYP19A1 15 8 0 2 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.9.10 CYP19A1 5 12 0 0 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.10.10 Muc19 6 2 4 3 0 5 
Total 114 88 72 68 27 83 
Contigs Vérification F1 F2 IS1 IS2 M1 M2 
SC_CYP19A1_BOVIN.5.10 Ag_CYP19A1 12 16 0 2 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.8.10 Ag_CYP19A1 15 8 0 2 0 0 
SC_CYP19A1_BOVIN.9.10 Ag_CYP19A1 5 12 0 0 0 0 
Total Ag_CYP19A1 32 36 0 4 0 0 
Figure 36 : Un exemple de redondance et de mauvaise annotation des contigs de la 
banque de référence. CYP19 était représenté par 10 contigs dans la banque de référence. Après 
avoir vérifié manuellement la bonne annotation des contigs, seulement 3 correspondaient finalement 
à CYP19. Ces 3 contigs ont été conservés, puis agrégés au niveau des comptages afin de ne former 
qu’un seul contig.  
Contigs Vérification F1 F2 IS1 IS2 M1 M2 
Ag_CYP19A1 Ag_CYP19A1 32 36 0 4 0 0 
Page | 115  
 
- pour les faibles comptages (≤ 20 dans les deux échantillons de la condition), la variation 
maximale tolérée entre les répliquas est égale à 3 ; 
- sinon (> 20 dans les deux échantillons de la condition), la variation maximale tolérée entre les 
répliquas est égale à 2. 
 
 Ainsi, les contigs qui ne remplissaient pas ces conditions ont été éliminés. L’analyse 
différentielle DESeq a ensuite été réalisée sur les contigs restants entre les échantillons F et IS. 
 
B. Ecueil 2 : la banque de référence  
 
La banque de référence que nous avons créée s’est avérée être très morcelée : certains 
transcrits (18.7%) étant représentés par plusieurs contigs (parfois jusqu’à 100 contigs pour un 
même gène). De plus, certains contigs étaient mal annotés, d’autres non identifiés. Par exemple, le 
gène CYP19 était présent dans la banque sous forme de 10 contigs différents (Figure 36). Après 
vérifications de leur séquence, seuls 3 d’entre eux correspondaient réellement à CYP19. Ceci remet 
en question l’efficacité de l’annotation automatique et donc l’identité de chaque contig. Par ailleurs, 
le fait qu’un même gène soit représenté par plusieurs contigs pose un problème pour les gènes 
faiblement exprimés. Trop peu de "reads" et donc de comptes sont alors assignés sur chaque contig 
pour que l’analyse différentielle DESeq soit ensuite efficace. Etant donné le grand nombre de 
contigs (85 265), nous ne pouvions pas vérifier manuellement l’annotation de toute la banque. 
Nous avons donc fait le choix de réaliser un premier alignement et comptage des différents 
échantillons (F1, F2 - IS1, IS2 etc.) sur cette base de référence, puis de réaliser une analyse 
différentielle préliminaire en comparant les échantillons F1/2 et IS1/2 (analyse DESeq) en se 
fixant un marge d’erreur importante (pValue ajustée à 0.10). 375 contigs sont apparus comme 
étant différentiellement exprimés entre les échantillons femelles et intersexués. Tous ces contigs, 
ainsi que ceux présentant la même annotation dans la banque de donnée ont alors été vérifiés 
et/ou identifiés manuellement en alignant leur séquence sur le génome bovin. Ainsi, 1316 contigs 
ont été vérifiés et ré-annotés.  
 
Par ailleurs, lors de l’analyse de nos résultats, nous avons pu observer que 13% des contigs 
de la banque de référence présentaient un comptage nul dans toutes les conditions (aucune 
expression dans les gonades quel que soit le génotype). Ces contigs diminuaient l’efficacité de 
l’analyse DESeq puisqu’ils étaient pris en compte lors de l’ajustement de la pValue par la technique 
de Benjamini-Hoechberg. Cette technique permet en effet de corriger la pValue en fonction du 
nombre de fois où le test statistique est réalisé, ce qui permet de diminuer le risque d’obtenir des 
faux-positifs. Concrètement, les données sont rangées en fonction de la pValue brute, de la plus 
significative à la moins significative. Pour chaque contig, un test est réalisé, et la correction 
appliquée augmente avec le nombre de contigs (ou de tests réalisés). Ainsi, plus le nombre de 
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contigs est élevé, plus le nombre de tests réalisés est grand, et plus la correction est importante 
(Benjamini et Hochberg, 1995). Ces contigs ont donc été éliminés de notre banque de référence. 
Ainsi une deuxième version de notre banque de référence a été générée et les différents 
échantillons ont pu être de nouveau alignés, comptés et analysés par le package DESeq afin de 
mettre en évidence les gènes différentiellement exprimés entre des ovaires normaux (F1, F2) et 
des gonades XX PIS-/- intersexuées (IS1, IS2) avec une pValue ajustée à 0.05. 
 
 En résumé, la non-disponibilité du génome caprin et les problèmes techniques liés au 
séquençage ont grandement complexifié l’analyse de nos résultats. La mauvaise annotation des 
contigs et l’application de filtres pour palier au problème d’attribution des tags nous ont fait perdre 
de l’information. Néanmoins, ces difficultés nous ont amené à pousser l’analyse des données. 
Notamment, la vérification manuelle de l’annotation des contigs dont l’expression est différentielle 
et l’application de filtres stricts rendent nos conditions d’analyses stringentes. Finalement, nous 
obtenons peu de gènes (163) dérégulés en l’absence de FOXL2, mais le travail effectué (et les 
validations réalisées par RT-qPCR) nous confortent sur la robustesse des résultats obtenus. 
 Aujourd’hui, si ces travaux étaient à refaire, j’utiliserais directement le génome bovin pour 
identifier les "reads" (le génome caprin enfin disponible reste de qualité médiocre et est 
extrêmement mal annoté). En effet les génomes sont très conservés au sein des espèces de bovidés 
(bovin/ovin/caprin) au niveau des séquences codantes (Hernández-Fernández et Vrba, 2005). A 
l’époque nous avions fait le choix de construire notre propre banque de séquences caprines car (i) 
les séquences générées par RNA-sequencing étaient très courtes (36 pb) complexifiant 
l’alignement sur un génome hétérologue, et (ii) les outils bioinformatiques n’étaient pas 
disponibles. Les technologies de séquençage ont depuis évolué. Elles nous permettraient 
aujourd’hui d’obtenir à moindre coût des lectures plus longues et une plus grande profondeur de 
séquençage. 
 
II. DMRT1, une cible directe de FOXL2 ? 
 
Un des objectifs de ma thèse était de mettre au point la technique d’immunoprécipitation 
de chromatine (ChIP) sur tissus, et plus particulièrement sur ovaires caprins, afin d’identifier les 
séquences du génome fixées par FOXL2 chez la chèvre. Le but était de développer cette technique 
pour une approche à grande échelle (ChIP-sequencing). Ce travail, en complément des résultats 
issus du RNA-sequencing, nous aurait permis de caractériser les cibles directement régulées par 
FOXL2 dans l’ovaire. Parmi les 163 gènes différentiellement exprimés entre des ovaires normaux 
et des ovaires XX PIS-/- n’exprimant pas FOXL2, le gène DMRT1 a plus particulièrement retenu notre 
attention. La surexpression de DMRT1 dans les cellules de soutien marque l’un des premiers signes 
Figure 37 : Conservation de promoteur de Dmrt1 de rat chez la chèvre. (A) Chez le 
rat, l’expression de Dmrt1 est contrôlée par deux régions du promoteur. L’une, proximale (-1.3 
kb/+1, en orange) induit son expression dans les cellules germinales. L’autre, distale (-3.2/-2.8 kb, 
en bleu), induit son expression dans les cellules de Sertoli. Elle contient des sites FOX consensus 
(triangles roses) capables de diminuer l’activité du promoteur. (B) Extrait de l’alignement de la 
région -3.2/+1kb du promoteur de Dmrt1 de rat (RAT) sur 10 kb du promoteur de DMRT1 caprin 
(GOAT). La région -3.2/-2.8 kb mise en évidence chez le rat est encadrée en bleu. L’alignement 
(réalisé grâce à l’outil MultiAlin : multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) montre une faible conservation 
de la région correspondante chez la chèvre où les sites FOX consensus ne sont pas conservés 
(soulignés en rose). 
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de masculinisation des gonades XX PIS-/-, avant même la surexpression de SOX9. Afin de montrer 
que DMRT1 pouvait être une cible de FOXL2 chez la chèvre, j’ai voulu étudier le caractère direct de 
cette régulation par la technique de ChIP. Malheureusement, je n’ai pas réussi à obtenir de 
résultats concluants dans le temps qui m’était imparti. Dans ce paragraphe, je présenterai 
néanmoins les travaux que j’ai réalisés au cours de ma thèse sur l’étude d’une régulation directe de 
DMRT1 par FOXL2. Je commencerai par présenter l’étude du promoteur du gène DMRT1 chez la 
chèvre. En parallèle de cette étude, j’ai fait plusieurs essais de mise au point de la technique de 
ChIP sur ovaires de chèvre. J’ai également utilisé une approche in vitro pour étudier l’effet de la 
sur- ou sous-expression de FOXL2 sur l’expression de DMRT1.  
 
A.  Caractérisation du promoteur de DMRT1 chez la chèvre 
 
 DMRT1 est un facteur testiculaire exprimé dans les cellules de Sertoli chez le mâle. Il est 
aussi exprimés dans les cellules germinales pré-méiotiques dans les deux sexes (Lei et al., 2007 ; 
Matson et al., 2010 ; Krentz et al., 2011 ; voir Chap3_I-B2 et Supplemental Figure S3 de l’article 
1). En 2009, grâce à la génération de souris transgéniques exprimant le gène rapporteur LacZ sous 
le contrôle de différentes tailles du promoteur Dmrt1 de rat, l’équipe de Leslie Heckert montre que 
son expression est contrôlée par deux régions de son promoteur ; l’une régulant son expression 
dans les cellules de Sertoli (-3.2/-2.8 kb en amont du +1 de transcription), l’autre dans les cellules 
germinales (<1.3 kb du +1 de transcription) (Figure 37A). Dans leur étude, les auteurs montrent 
par ailleurs que FOXL2 est capable d’induire une diminution de l’activité du promoteur lorsque la 
région -3.2/-2.8 kb où sont présents des sites FOX consensus, est associée à un gène rapporteur 
(Lei et al., 2009). Ainsi chez le rat, FOXL2 pourrait inhiber l’expression de Dmrt1 dans les cellules 
de soutien de la gonade.  
 
 Le génome caprin est disponible depuis 2013 (Dong et al., 2013). Nous avons pu obtenir 
une partie de la séquence du locus contenant DMRT1. Dans un premier temps, j’ai étudié la 
conservation du promoteur de DMRT1 entre le rat et la chèvre (Figure 37B), en alignant la 
séquence correspondant au promoteur de rat contenant les sites FOX (-3.2/-2.8 kb) sur 10 kb de 
séquences situées en amont du site initiateur de transcription du gène DMRT1 de chèvre. Les 
résultats montrent que cette région est mal conservée entre les deux espèces (42%). Notamment, 
les sites FOX consensus ne sont pas conservés dans la séquence équivalente chez la chèvre.  
 
Ainsi, comme cette région n’aurait pas été pertinente à tester sur mes échantillons de ChIP, 
j’ai recherché s’il existait des séquences conservées au sein du promoteur de DMRT1 entre les 
bovidés et d’autres espèces de mammifères. L’existence de telles séquences pourraient en effet 
signer la présence d’éléments régulateurs majeurs qui auraient été conservés dans l’évolution. J’ai 
donc recherché les zones « contraintes » sur 10 kb en amont du site initiateur de transcription du 
Figure 38 : Détermination des régions conservées au sein du promoteur caprin de 
DMRT1. Les 10 kb en amont de DMRT1 sont hautement conservées entre les espèces bovine et 
caprine (seulement quelques substitutions éparses). Comme la séquence caprine n’est pas disponible 
sur Ensembl (www.ensembl.org), les régions contraintes (en mauve) ont été identifiées sur 10 kb en 
amont du site initiateur de transcription et dans l’intron 1 du gène DMRT1 bovin. Leurs coordonnées 
ont ensuite été reportées sur la séquence caprine. La présence de sites FOX consensus (triangles 
roses) et FLRE (triangle orange) a été recherchée au niveau des séquences contraintes. 
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gène DMRT1, non pas sur le génome caprin qui est absent de la base de donnée, mais sur le génome 
bovin, grâce à la base de données ENSEMBL (www.ensembl.org) (Figure 38). Puis j’ai recherché la 
présence de sites FOX consensus ou FLRE dans ces zones. Ces zones contraintes sont définies 
comme étant des régions hautement conservées entre les génomes, et dans ENSEMBL elles sont 
issues de la comparaison de 39 génomes de mammifères. J’ai finalement dessiné des amorces dans 
ces zones d’intérêt pour les tester sur mes échantillons de ChIP. 
 
B.  Etude de la régulation de DMRT1 par FOXL2 
 
 B1. Réalisation de la technique de ChIP sur ovaires caprins 
 
 La technique de ChIP permet l’étude des interactions d’une protéine d’intérêt avec l’ADN. 
Au cours des différentes étapes de cette technique, la chromatine est fixée afin de figer dans 
l’espace les interactions protéines-ADN, la chromatine est fragmentée, la protéine d’intérêt et les 
séquences qu’elle cible sont immuno-précipitées au moyen d’un anticorps. Enfin, la fixation est 
reversée afin de libérer les séquences ciblées. A l’obtention de ces séquences, deux approches sont 
possibles : une approche « gène candidat » afin de tester l’enrichissement d’une séquence 
particulière (par exemple, une région du promoteur de DMRT1), ou bien une approche « à haut-
débit » et dans ce cas, les échantillons sont analysés par séquençage et les séquences obtenues, les 
séquences cibles, sont identifiées par alignement sur un génome de référence (Figure 39).  
 
La réussite de l’expérience de ChIP dépend d’un grand nombre de paramètres : le tissu de 
départ (tissu frais ou congelé, cellules en culture), la qualité de la fixation, le niveau d’expression de 
la protéine dans le tissu, le nombre de ses cibles potentielles, la qualité de la fragmentation, la 
capacité de l’anticorps à immunoprécipiter...etc. 
 
 B1-1. Le protocole utilisé 
 
 Pour notre étude, j’ai surtout travaillé à partir d’ovaires de chèvres adultes, que j’ai pu 
récupérer après qu’ils aient été ponctionnés (préalablement super-ovulés) pour une autre 
expérimentation. J’ai disséqué ces ovaires afin de récupérer des morceaux de cortex ovarien 
(enrichis en follicules primordiaux et primaires) et les ai congelés dans l’azote liquide. Pour le 
protocole, ces morceaux de cortex ont été réduits en poudre en les broyant dans de l’azote liquide. 
Le protocole que j’ai suivi est en Annexe 3. Par rapport à un protocole classique, j’ai rajouté deux 
étapes :  
 
 - une étape de lyse tissulaire : pendant un an, je suis restée bloquée au tout début du 
protocole car je n’arrivais pas à préparer la chromatine. L’ovaire adulte est un tissu dur et 
caoutchouteux, notamment au niveau de son cortex. Afin de favoriser cette préparation, c’est-à-
Figure 39 : Les grandes étapes de l’immuno-précipitation de chromatine (ChIP).  
Approche « gène candidat » 
Recherche de l’enrichissement d’une 
séquence d’intérêt par (q-)PCR 
grâce à l’utilisation d’amorces spécifiques 
Approche « haut-débit » 
Envoi des séquences pour séquençage 
(ChIP-sequencing) ou  hybridation des 
séquences sur puce (ChIP-on-chip) 
Fixation de la chromatine  
Sonication 
Immunoprécipitation des 
protéines d’intérêt (POI) 
Réversion de la fixation 
(conditions dénaturantes) 
Elution des séquences immunoprécipitées 
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dire pour rendre la chromatine plus accessible aux différents traitements, j’ai ajouté une étape de 
lyse tissulaire et de préparation de noyaux. De cette façon, en éliminant les débris cellulaires et 
fibreux, j’ai réussi à concentrer ma préparation en contenus nucléaires favorisant ainsi l’étape de 
fragmentation. 
 
 - une étape de fixation supplémentaire : dans le protocole classique, la chromatine est fixée 
avec du formaldéhyde 1%. Ce fixateur permet de fixer ensemble des molécules dans un rayon de 2 
Å, c’est-à-dire des molécules interagissant directement l’une avec l’autre. Au fur et à mesure de mes 
différents essais, je me suis rendue compte que j’avais des résultats cohérents en utilisant un 
anticorps dirigé contre des variants d’histones (type anti-H3K9acétylé), mais que l’utilisation 
d’anticorps dirigés contre des facteurs de transcription (anti-RNA Pol II ou anti-FOXL2) donnait 
toujours un résultat négatif, c’est-à-dire sans enrichissement. Les facteurs de transcription ont des 
interactions avec l’ADN qui sont plus labiles que celles des histones, puisque ces dernières sont 
imbriquées dans l’ADN. Certains protocoles développés pour l’étude des modifications d’histones 
omettent même l’étape de fixation. Ces observations m’ont amenée à ajouter une étape de fixation 
supplémentaire en utilisant le DTBP (Dimethyl dithiobispropionimidate), un fixateur ayant un 
rayon de fixation plus grand (11.9 Å) et permettant de capter des interactions plus labiles voire 
indirectes. 
 
 Pour valider mon protocole, j’ai utilisé différents types de contrôles : 
  
- un point d’IP en utilisant un anticorps anti-H3K9ac comme contrôle positif de l’expérience. 
L’acétylation de la lysine 9 de l’histone H3 est une marque enrichie au niveau des régions 
promotrices du génome, qui signe une chromatine permissive à la transcription.  
 
- un point d’IP en utilisant un anticorps anti-ARN Pol II-Ser5P (ARN polymérase II phosphorylée 
sur la sérine 5) comme autre contrôle positif. L’ARN-Pol II-Ser5P est un facteur de transcription 
préférentiellement retrouvé en 5’ des loci transcrits (Phatnani et al., 2006). L’utilisation de cet 
anticorps me permettait donc d’étudier les promoteurs actifs. 
 
- un point d’IP en utilisant un anticorps anti-IgG de poulet comme contrôle négatif afin de donner le 
niveau de bruit de fond de l’expérience. 
 
En parallèle des points d’IP contrôles, deux points d’IP d’intérêt ont été réalisés grâce à 
deux anticorps dirigés contre la partie C-term de FOXL2. L’efficacité en ChIP du premier (Cocquet 
et al., 2002) avait déjà été démontrée dans la littérature (Benayoun et al., 2008 ; Georges et al., 
2014 ; Pannetier et al., 2006) mais il nous en restait très peu au laboratoire . Le second a été 
obtenu plus récemment. Il s’agit d’un anticorps polyclonal dirigé contre la même séquence 
peptidique que le premier anticorps (Boulanger et al., 2014).  
Figure 40 : Un exemple de résultats de ChIP réalisé à partir d’ovaires caprins. A 
gauche, le dépôt sur gel montre la fragmentation de la chromatine, la plupart des fragments ayant 
une taille comprise entre 100 et 1000 pb. A droite, le graphique montre les résultats obtenus sur 
cette expérience ; il est représentatif des autres essais. 50 µg de chromatine ont été mis en présence 
de l’anticorps anti-H3K9ac, anti-RNA Pol II, anti-FOXL2 (celui développé par le laboratoire), ou anti-
IgG de poulet (bruit de fond). Pour chaque type d’IP, différentes séquences sont testées (pFOXL2, 
TESCO, HPRT1). Le pourcentage d’IP est obtenu en soustrayant le bruit de fond obtenu avec 
l’anticorps anti-IgG de poulet au signal obtenu avec l’anticorps d’intérêt (H3K9ac, RNA Pol II, FOXL2) 
et le résultats est rapporté à l’INPUT (l’INPUT correspond à la chromatine de départ). Les résultats 
montrent que l’IP fonctionne avec l’anticorps anti-H3K9ac, puisqu’un enrichissement de la marque 
est obtenu au niveau du promoteur de FOXL2 qui est actif, mais pas au niveau de la région TESCO 
puisque SOX9 n’est pas exprimé, ou dans le corps du gène HPRT1. En revanche pour les facteurs de 
transcription, l’IP ne fonctionne pas, et quelle que soit la séquence testée, les taux d’IP sont similaires. 
Notamment avec l’anticorps anti-FOXL2, quelle que soit la nature de la séquence (contrôle positif ou 
négatif), le taux d’IP est le même. 
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 Différentes séquences étaient par ailleurs testées sur les résultats du ChIP en plus des 
points d’IP contrôles : 
 
- une séquence dans le promoteur caprin de FOXL2 comme contrôle positif. Les amorces ont été 
dessinées de part et d’autre de deux sites FLRE qui ont été démontrées comme activant 
l’expression de FOXL2 in vitro (Benayoun et al., 2008).  
 
- une séquence dans la région équivalente à l’élément TESCO murin chez les bovidés qui possède 
un site FOX consensus et un élément de réponse aux récepteurs aux œstrogènes.  
 
- une séquence à l’intérieur du gène ACTIN B, HPRT1 ou GAPDH comme contrôle négatif. Ces 
séquences ne sont normalement pas ciblées par FOXL2. 
 
- plusieurs séquences du promoteur de DMRT1 désignées en fonction de la présence de sites FLRE 
ou FOX consensus dans les zones contraintes, en fonction des résultats obtenus sur les séquences 
contrôles. 
 
 B1-2. Identification des causes possibles de l’échec de l’expérience 
 
 Malgré les différentes mises au point du protocole, les résultats obtenus ont toujours été 
similaires (Figure 40) : de faibles taux d’IP et des taux d’IP identiques quelle que soit la séquence 
testée. Aujourd’hui, à la lumière des résultats obtenus, trois causes sont possiblement à l’origine de 
l’échec de la technique : 
 
- des conditions délétères de sonication. Au cours de la sonication, des ultra-sons viennent 
bombarder les molécules et les fragmentent. Ce processus libère une quantité de chaleur 
importante susceptible de dénaturer les protéines et leurs interactions, voire leur reconnaissance 
par l’anticorps. La sonication a été réalisée sur le sonicateur Covaris S220, dans une chambre d’eau 
maintenue à 4°C, les différents paramètres (durée, intensité de sonication... etc.) ayant été réglés 
afin d’obtenir une taille de fragments optimale (100-1000 pb). J’ai donc testé différents cycles de 
sonication (intensité forte sur temps court ou intensité douce sur temps plus longs) afin d’évaluer 
le risque de surchauffe et de dénaturation de l’échantillon, mais je n’ai pas observé d’amélioration 
des taux d’IP pour des cycles plus « doux ». La chambre de réfrigération semble donc être efficace, 
mais ceci n’exclue pas que les paramètres utilisés soient tout de même délétères. 
 
- une mauvaise conservation des ovaires avant leur congélation. Je récupérais les ovaires à 
l’abattoir et les conservais dans du sérum physiologique jusqu’au laboratoire, où je les disséquais 
pour ne garder que les morceaux de cortex qui étaient ensuite congelés. Il est possible d’imaginer 
que le temps écoulé entre les ponctions réalisées sur les ovaires de l’animal après sa mort, la 
dissection réalisée par mes soins et la congélation des morceaux de cortex soit à l’origine de 
détériorations dans les interactions protéines-ADN. L’idéal aurait été de pouvoir fixer 
Figure 41 : Etude de la sous-expression de FOXL2 dans des cellules de la granulosa 
caprines mises en culture. Des cellules de la granulosa caprines ont été infectées avec des 
lentivirus contenant des siRNA dirigés contre FOXL2 (siRNA) ou bien un siRNA ne reconnaissant 
aucune séquence mammalienne (CTRL), à deux concentrations différentes : 5 ou 10 molécules 
lentivirales par cellule de la granulosa. Les cellules infectées sont sélectionnées à la puromycine car 
les lentivirus apportent un gène de résistance à cet antibiotique. Après 72 heures de sélection, les 
cellules sont fixées, les ARN extraits pour faire des ADNc. Les résultats montrent peu de variation de 
l’expression de FOXL2 entre les conditions CTRL et siRNA et une surexpression de SOX9 importante 
dès la condition contrôle. La surexpression de SOX9 signe une dédifférenciation des cellules de la 
granulosa due aux conditions de culture et qui masque l’effet de l’infection sur FOXL2 et les autres 
gènes étudiés. Les niveaux d’expression des gènes d’intérêt sont rapportés à ceux de trois gènes de 
références : ACTB, YWHAZ et H2AFZ. 
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convenablement la chromatine dès la récupération des ovaires, en abatant des chèvres 
uniquement pour cette expérience.  
 
- une mauvaise fixation de la chromatine, une fixation trop faible ou trop forte pouvant 
entrainer soit une altération des interactions protéines-ADN, soit un défaut de reconnaissance de 
la protéine d’intérêt par l’anticorps.  
 
 Pour conclure, chaque étape de cette technique est cruciale et peut-être décisive à son 
succès. Alors que je termine ma thèse, je n’ai pas réussi à déterminer précisément quelle(s) 
étape(s) posai(en)t problème(s). Si j’avais du temps, je réessaierais le protocole en partant de tissu 
frais, d’un tissu plus précoce où la fixation serait moins difficile, ou bien de cellules de la granulosa 
caprines. 
 
B2.  Effet de la sur- ou sous-expression de FOXL2 sur l’expression de DMRT1 
 
 B2-1. Effet de la sous-expression de FOXL2 
 
 Nous avons voulu sous-exprimer FOXL2 dans des cultures primaires de cellules de la 
granulosa caprines pour voir si cela entrainait la surexpression de DMRT1. Pour cela comme pour 
le ChIP, nous avons récupéré des ovaires de chèvres qui entraient dans un protocole de ponction 
ovarienne. Pour la culture des cellules de la granulosa, nous avons utilisé un protocole mis au point 
chez la brebis (Fabre et al., 2003). Ainsi, les petits follicules à antrum (Ø < 3 mm) ont été isolés et 
disséqués sous loupe binoculaire afin de mettre en culture les cellules de la granulosa. Le 
lendemain, elles ont été infectées avec un mélange en quantités équivalentes de deux lentivirus 
contenant un ARN interférent (siRNA) dirigé contre FOXL2 (SIGMA, SHCLNV-
NM_012020/TRCN0000086503/505) ou un lentivirus contrôle, contenant un siRNA ne 
reconnaissant aucun gène mammalien (SIGMA, SHC002V). Les cellules infectées ont pu être 
sélectionnées grâce à l’ajout d’un antibiotique, et ont été récoltées et fixées 72h après sélection. 
Outre l’observation que les siRNA ne soient finalement pas efficaces, les résultats obtenus 
montrent que les cellules de la granulosa se dédifférencient dès les conditions contrôles (Figure 
41) : elles surexpriment le gène SOX9 par rapport à des expressions de FOXL2 et CYP19 faibles.  
 
Ainsi, dans des conditions où SOX9 est surexprimé même dans les conditions contrôles, 
l’étude de l’évolution de l’expression de DMRT1 en regard de celle FOXL2 était impossible. Il 
apparait donc que les conditions de cultures nécessitaient plus de mises au point afin de maintenir 
l’expression des gènes de la voie femelle.  
 
 
 
Figure 42 : Expression de DMRT1 dans les cellules NT2D1. (A) Dans les conditions 
basales, la protéine DMRT1 (en rouge) est faiblement détectée dans les cellules NT2D1. Par ailleurs 
elle n’apparait exprimée que par une partie des cellules. Barre d’échelle : 200 µm. (B) Etude de 
l’expression de DMRT1 dans les cellules NT2D1 après transfection avec un vecteur d’expression de 
FOXL2. Les niveaux d’expression de DMRT1 sont rapportés à ceux de trois gènes de références : ACTB, 
YWHAZ et H2AFZ, et exprimés par rapport à la condition contrôle fixée à 1.  
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 B2-2. Effet de la surexpression de FOXL2 
 
L’expérience inverse a été réalisée : sur-exprimer FOXL2 dans des cellules censées 
exprimer DMRT1. Pour cela, nous avons souhaité utiliser les cellules NT2D1 issues de 
tératocarcinomes humains (Andrews et al., 1984). Celle-ci sont décrites comme exprimant DMRT1 ; 
néanmoins l’immunodétection de la protéine montre une expression faible et surtout hétérogène : 
seule une partie de ces cellules montre un léger marquage nucléaire pour DMRT1 (Figure 42A). 
Dans ces conditions, un effet inhibiteur putatif de FOXL2 sur son expression était difficile à 
détecter par immunocytochimie. A la place, nous nous sommes orientés vers une analyse par RT-
qPCR des résultats de transfection, qui permet de déceler des variations d’expression de manière 
plus fine (Figure 42B). Les résultats ne montraient a priori pas d’effet de la transfection sur 
l’expression de DMRT1. Néanmoins, la population de cellules surexprimant FOXL2 après 
transfection étant elle aussi hétérogène, peut-être que le nombre de cellules réunissant les deux 
conditions qui sont (i) exprimer DMRT1 et (ii) surexprimer FOXL2, est trop faible pour détecter 
une diminution d’expression de DMRT1 (déjà faible). Ainsi, ce modèle cellulaire n’apparait pas 
approprié pour notre étude.  
Le laboratoire possède également un vecteur d’expression de FOXL2 où sa séquence 
codante est fusionnée avec le domaine d’activation de la protéine du virus de l’herpès VP16 
(Triezenberg et al., 1988). Ce domaine VP16 confère à FOXL2 une action activatrice quelle que soit 
la cible (Ellsworth et al., 2006). Dans le cas des cellules NT2D1 où DMRT1 est peu exprimé, 
l’utilisation du vecteur d’expression FOXL2-VP16 pourrait être envisagée. Une augmentation du 
nombre de cellules exprimant la protéine DMRT1 (ou du niveau d’expression global de DMRT1) 
pourrait alors être observée.  
 
Pour conclure, les différents travaux mis en œuvre afin de tester la régulation de DMRT1 
par FOXL2 n’ont malheureusement pas aboutis, faute de mises au point supplémentaires ou du 
modèle qui n’était finalement pas approprié. Néanmoins, à l’aune des données publiées récemment 
par l’équipe de Reiner Veitia, qui montrent que les séquences fixées par FOXL2 ne sont pas 
localisées à proximité des gènes qu’il inhibe (Georges et al., 2014), il apparait que la recherche de 
sites de régulation au niveau du promoteur de DMRT1 était vouée à l’échec. On peut par ailleurs 
imaginer que la répression de DMRT1 par FOXL2 ne se fait pas directement au niveau génomique, 
mais qu’elle passe par la séquestration d’un activateur, comme c’est le cas pour le gène CYP17 dont 
FOXL2 inhibe l’expression en séquestrant SF1 (Park et al., 2010). 
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Discussion de l’Article 1 
 
 En réalisant cette étude transcriptomique par RNA-sequencing, l’objectif était de mettre en 
évidence des gènes ou des voies de signalisation potentiellement régulées par FOXL2 au début de 
la différenciation de l’ovaire. Pour cela, nous avons comparé des gonades XX contrôles et des 
gonades XX PIS-/- n’exprimant pas FOXL2 et avons mis en évidence 163 gènes dérégulés. L’analyse 
globale des résultats montre que FOXL2 agit principalement comme un facteur anti-testiculaire 
dans la gonade XX en différenciation. Dans une première partie de cette discussion, je resituerai 
donc nos travaux par rapport aux cibles ovariennes de FOXL2 déjà décrites dans la littérature. Nos 
résultats montrent par ailleurs qu’en l’absence de FOXL2, la surexpression de DMRT1 survient 
avant celle de SOX9, constituant l’un des premiers signes de masculinisation des cellules de soutien 
de la gonade XX PIS-/-. Ce résultats suggère deux choses, (i) que DMRT1 puisse être une cible 
directement inhibée par FOXL2 dans l’ovaire, et (ii) qu’il soit capable d’orienter la différenciation 
de la gonade XX en testicule grâce à l’activation de l’expression de SOX9. Je reviendrai donc ensuite 
sur le rôle putatif de DMRT1 dans la différenciation testiculaire dans l’espèce caprine, mais aussi 
humaine. Enfin, l’ensemble des résultats obtenus dans cette étude, et par ailleurs au laboratoire, 
nous ont amené à proposer un modèle de la détermination du sexe alternatif au modèle murin. Je 
finirai donc par exposer les différents arguments qui ont servi à l’édification de ce modèle. 
 
I. Cibles de FOXL2 dans l’ovaire : étude comparative 
 
A l’heure actuelle, 4 études en plus de la notre, ont recherché les cibles ovariennes de 
FOXL2 par des analyses transcriptomiques à haut-débit :  
 
- Batista et collaborateurs ont réalisé les transcriptomes de cellules KGN (une lignée 
humain de cellules de la granulosa tumorales) transfectées ou non pour surexprimer FOXL2. Les 
transcriptomes sont comparés sur puce à ADN « Nimblegen » (Batista et al., 2007) ; 
 
-Garcia-Ortiz et collaborateurs ont comparé les transcriptomes d’ovaires murins contrôles 
et invalidés pour Foxl2 seul, ou en combinaison avec d’autres gènes, sur puces Affimetrix (Garcia-
Ortiz et al., 2009). 
 
- dans l’étude d’Ulhenhaut et collaborateurs, Foxl2 est invalidé chez la souris de manière 
inductible 8 sem après la naissance grâce à l’administration de tamoxifène (Ulhenhaut et al., 2009). 
Les transcriptomes des gonades XX contrôles et invalidées pour Foxl2 sont réalisés 3 semaines 
après l’administration de tamoxifène sur puces Affimetrix. Notez que 3 semaines après 
l’invalidation de Foxl2, les gonades XX sont masculinisées (Figure 31). 
A 
Elzaiat_2014 
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Elzaiat_2014 
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Ulhenhaut_2009 
Elzaiat_2014 
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PRSS12 - PLAC1 - GSTA3 
PLA2G7 - CADM1 - FRZB - CLCA2 
TMSB4X - PDK3 - NPL - MAP3K1 
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B 
Figure 43 : Comparaison des cibles putatives de FOXL2 obtenues dans notre étude 
avec celles publiées dans la littérature. (A) Diagramme de Venn comparant les 5 études 
ensembles : aucune « cible » n’est commune. (B) Diagrammes de Venn comparant notre étude à 4 
autres. Peu de gènes sont communs ce qui reflète l’hétérogénéité des modèles utilisés.  
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- Georges et collègues isolent les follicules pré-antraux de souris âgées de 8 sem et les 
dissèquent. Les cellules folliculaires sont mises en culture, puis les transcriptomes sont réalisés 
24h après qu’elles aient été transfectées ou non avec un siRNA pour sous-exprimer Foxl2 (Georges 
et al., 2014). Les transcriptomes sont comparés sur puces Nimblegen. 
 
Afin de faire l’état des cibles ovariennes de FOXL2 publiées dans la littérature et d’y situer 
nos travaux, j’ai comparé nos résultats avec ceux des 4 études citées ci-dessus (Figure 43). Le 
résultat des comparaisons montre qu’aucune cible putative n’est commune aux cinq études 
(Figure 43A). Lorsque je compare de manière indépendante nos résultats à ceux des quatre 
études, peu de gènes sont communs (Figure 43B). En effet, ces études apparaissent finalement peu 
comparables entre elles, les modèles d’études (souris/humain ; cellules/gonades entières), les 
stades (fœtal, néo-natal, adulte) et les techniques d’analyse (puce à ADN/RNA-sequencing) étant 
très différents. De manière intéressante cependant, 16 gènes sont communs à notre étude et à celle 
d’Ulhenhaut et collègues. Il apparait finalement que les gonades fœtales XX PIS-/- de chèvre sont 
plus proches au niveau transcriptionnel de gonades murines adultes XX Foxl2-/-. Ces observations 
étaient plutôt prévisibles, puisque dans les deux cas, les gonades XX sont masculinisées ou en cours 
de masculinisation.  
 
FOXL2 est le gardien de l’identité femelle, protégeant l’ovaire contre l’expression des gènes 
de la voie mâle par ses cellules de soutien. Le rôle anti-testiculaire de FOXL2 est conservé entre la 
chèvre et la souris, mais intervient à des stades différents du développement de l’ovaire. Chez la 
souris, ce rôle est décrit exclusivement dans l’ovaire adulte, dans le cadre d’un maintien 
(Ulhenhaut et al., 2009), alors que chez la chèvre ce rôle est primordial dès les premiers stades de 
différenciation de l’ovaire (Boulanger et al., 2014).  
 
L’identité sexuelle des gonades est en équilibre, elle dépend de l’opposition perpétuelle qui 
se joue entre des gènes « mâles » et des gènes « femelles ». De façon notable, le même rôle de 
gardien de l’identité sexuelle a été décrit pour DMRT1 dans le testicule adulte chez la souris 
(Matson et al., 2010). Dans le modèle pathologique de l’inversion sexuelle caprine, il apparait que 
DMRT1 est le déclencheur de la différenciation de la gonade XX PIS-/- en testicule. Ainsi dans le 
paragraphe suivant, je discuterai du rôle de DMRT1 dans la différenciation testiculaire 
physiologique. A l’aune de nos résultats et des découvertes récentes d’autres laboratoires, je 
poserai les bases qui ont servi à édifier un modèle alternatif à la détermination sexuelle telle 
qu’elle est décrite chez la souris.  
 
 
Figure 44 : Expression de DMRT1 dans le testicule fœtal caprin. (A) Profil d’expression 
de DMRT1 au cours du développement testiculaire (histogrammes noires) et ovarien (histogrammes 
blancs). L’expression de DMRT1 est rapportée à celle de 3 gènes de références (ACTB, YWHAZ, 
H2AFZ). Les résultats sont exprimés par rapport à la valeur la plus élevée fixée à 1. (B) Détection de 
la protéine DMRT1 (en vert) avec OCT4 ou VASA (en rouge) dans le testicule fœtal (45 jpc) ou pré-
pubère (3 mpp). A 3 mpp, la tête de flèche blanche montre une cellule de Sertoli. Barre d’échelle : 200 
µm.  
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II. Rôle de DMRT1 dans la masculinisation de la gonade de Chèvre 
 
A. Expression de DMRT1 au cours du développement gonadique  
 
 Chez la chèvre, l’expression de DMRT1 est sexuellement dimorphique en faveur du testicule 
au tout début de la différenciation gonadique (36 jpc). Dans le testicule, son expression augmente 
progressivement jusqu’à la puberté (Figure 44A). Au niveau protéique, DMRT1 est détecté dans 
les cellules de Sertoli et les cellules germinales du testicule fœtal (Figure 44B). Dans le testicule 
pré-pubère (3 mpp), DMRT1 reste exprimé dans les cellules de Sertoli, mais son expression est plus 
intense dans les cellules germinales souches. Son expression n’est pas détectée dans les cellules 
germinales en méiose. Dans l’ovaire, l’expression de DMRT1 augmente spécifiquement au moment 
de la méiose (pic à 60 jpc) (Figure 44A). La localisation de sa protéine montre une expression 
exclusivement dans les cellules germinales pré-méiotiques (Supplemental Figure S3 de l’article 
1).  
Ainsi, les données obtenues au cours du développement gonadique chez la chèvre montrent 
que DMRT1 présente une expression similaire à ce qui a été démontré chez la souris par l’équipe 
de David Zarkower après le déterminisme du sexe (Matson et al., 2010 ; Krentz et al., 2011). Chez 
cette espèce, bien que Dmrt1 soit exprimé dans le testicule dès les premiers stades de sa 
différenciation (Raymond et al., 1999), il n’apparait être impliqué dans le développement 
testiculaire que bien après la naissance (Raymond et al., 2000 ; Matson et al., 2010, 2011). Par 
ailleurs, les mutations répertoriées dans l’espèce humaine ne faisaient pas, jusqu’à très récemment, 
de ce facteur un élément déterminant pour la différenciation mâle. Chez l’Homme, en effet, la 
délétion de la région 9p (englobant DMRT1 et d’autres gènes DMRT), n’induit qu’une dysgénésie 
testiculaire modérée (Bennett et al., 1993 ; Veitia et al., 1997). Ainsi DMRT1 a longtemps été 
considéré comme un facteur jouant un rôle secondaire dans la différenciation testiculaire. La 
caractérisation de nouvelles mutations chez des patients présentant une inversion sexuelle 
complète, mettent pourtant aujourd’hui DMRT1 sur le devant de la scène.  
 
B. DMRT1 et la régulation de SOX9 dans le testicule 
 
Dans notre modèle caprin, deux observations nous ont amené à considérer DMRT1 comme 
un activateur de SOX9 ; (i) le fait qu’il soit surexprimé avant SOX9 dans les cellules de type-pré-
Sertoli au cours de l’inversion sexuelle (Figure 6 de l’article 1), et (ii) le fait que SRY et SF1 soient 
exprimés dans plusieurs types cellulaires du testicule au moment de sa différenciation (Montazer-
Torbati et al., 2010), ce qui ne peut pas expliquer l’activation de SOX9 dans un seul type cellulaire. 
Très récemment, deux types de mutations ont été rapportés dans l’espèce humaine. Elles 
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impliquent DMRT1 dans la différenciation testiculaire précoce en tant qu’activateur de l’expression 
de SOX9.  
 
L’équipe de David Zarkower est la première à mettre en évidence une mutation ponctuelle 
(faux-sens) dans la séquence codante de DMRT1 entrainant une dysgénésie testiculaire complète 
chez une femme XY sans ambigüité (Murphy et al., 2015). La mutation est localisée au niveau d’une 
hélice interagissant avec l’ADN et provoque une altération de la spécificité d’interaction du 
domaine DM avec l’ADN.  
Par ailleurs, l’équipe de Ken McElreavey a défini une région régulatrice critique pour 
l’expression de SOX9 chez l’Homme (Hyon et al., 2015). Cette région régulatrice appelée « RevSex » 
fait environ 40 kb et est située 600 kb en amont de SOX9. Elle est retrouvée dupliquée chez des 
hommes XX sans translocation de SRY, ou bien délétée chez des femmes XY (Benko et al., 2011). 
Grâce à une étude in silico, les auteurs montrent que la région « RevSex » contiendrait deux sites 
« enhancer » dont le principal est entouré de deux éléments de réponse à DMRT1. Ainsi, chez ces 
individus, le phénotype d’inversion sexuelle serait du à la capacité augmentée (hommes XX) ou 
diminuée (femmes XY) de DMRT1 à réguler l’expression de SOX9. 
 
Ainsi et contrairement à ce qui a été montré chez la souris, ces résultats impliquent DMRT1 
très précocement au cours de la différenciation testiculaire chez l’Homme, où il activerait 
l’expression de SOX9 au niveau de la région « RevSex ». Ces nouvelles données nous confortent sur 
la vraisemblance de notre hypothèse selon laquelle DMRT1 serait un activateur de SOX9 chez la 
chèvre. 
 
 C. Rôle antagoniste de FOXL2 et DMRT1  
 
En dehors de nos travaux qui suggèrent que (i) FOXL2 est impliqué dans l’activation de la 
voie femelle, (ii) DMRT1 dans l’activation de la voie mâle et que (iii) FOXL2 puisse réprimer la voie 
mâle en réprimant DMRT1, les résultats obtenus chez la souris adulte et chez plusieurs espèces de 
poissons montrent qu’un antagonisme fort entre ces deux facteurs a été conservé à travers 
l’évolution.  
 
Chez la souris, FOXL2 et DMRT1 sont exprimés dans la gonade dès les premiers stades de 
sa différenciation (Schmidt et al., 2004 ; Raymond et al., 1999) mais aucun n’a conservé de rôle 
dans la différenciation gonadique précoce. En revanche, chacun joue le rôle de gardien de l’identité 
sexuelle dans sa gonade d’origine à l’âge adulte (Ulhenhaut et al., 2009 ; Matson et al., 2011). Ainsi, 
l’absence de Foxl2 ou de Dmrt1 dans la gonade post-natale provoque une trans-différenciation des 
cellules de soutien et des cellules stéroïdogènes dans le sexe opposé. De façon intéressante, la 
comparaison des transcriptomes d’ovaires adultes invalidées pour Foxl2 (Ulhenhaut et al., 2009) et 
Figure 45 : Modèle régissant la différenciation des gonades et le maintien de leur 
identité chez la souris. 
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d’ovaires adultes surexprimant Dmrt1 (Lindeman et al., 2015) montre que la quasi-totalité des 
gènes affectés par la perte de FOXL2 est également affecté (dans le sens opposé) par la 
surexpression de DMRT1 (Lindeman et al., 2015). Ce résultat évoque que le rôle majeur de FOXL2 
est de réprimer DMRT1 dans la gonade XX. Par ailleurs, grâce à des expériences de ChIP sur 
testicules, Matson et collègues montrent que DMRT1 interagit avec une séquence située à 
proximité de Foxl2 suggérant qu’il réprime de façon directe l’expression de Foxl2 dans le testicule 
(Matson et al., 2011). Néanmoins la fonctionnalité de cette séquence sur l’expression de Foxl2 n’a 
pas été plus étudiée. La surexpression de Foxl2 dans les cellules de Sertoli invalidées pour Dmrt1 
survenant par ailleurs 4 sem après la naissance, le caractère direct de cette régulation semble peu 
probable. 
 
Chez les poissons, comme le tilapia du Nil par exemple, il a été montré que Foxl2 et Dmrt1 
avait une action antagoniste sur la régulation de l’expression de Cyp19a1a (Li et al., 2013). Chez 
cette espèce, les œstrogènes jouent un rôle déterminant dans la différenciation sexuelle en 
l’orientant vers la voie femelle, et Foxl2 est responsable de l’activation de Cyp19a1a (Wang et al., 
2007). Chez les mâles, Dmrt1 inhibe Cyp19a1a favorisant ainsi la différenciation de testicules 
(Wang et al., 2010).  
 
Dans l’ensemble, ces données montrent que FOXL2 et DMRT1 ont un rôle opposé dans leur 
gonade respective où l’action de l’un nécessite la répression de l’autre. Leur antagonisme se situe 
soit directement dans la répression de l’expression de l’autre, soit au niveau de la régulation de 
leurs gènes cibles où ils ont un effet opposé.  
 
D. La chèvre, un modèle de détermination du sexe alternatif à la souris 
 
 Les résultats obtenus au cours de ma thèse, additionnés aux données accumulées par le 
laboratoire nous ont amenés à proposer un modèle de la détermination du sexe alternatif au 
modèle murin. 
  
Chez la souris, l’expression de Sry spécifiquement dans les cellules de pré-Sertoli conduit à 
la surexpression de Sox9 qu’il active en synergie avec SF1 (Albrecht et Eicher, 2001 ; Sekido et 
Lovell-Badge, 2008). Après cette étape d’activation de la cascade génétique mâle via Sox9, 
l’expression de SRY s’éteint chez la souris. SOX9 est le facteur clé du testicule qui conduit à la 
différenciation des cellules de Sertoli puis des autres lignées de la gonade. Chez les individus XX, 
l’activation de la voie RSPO1-WNT4/β-caténine permet de promouvoir l’entrée en méiose et la 
survie des cellules germinales (Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008 ; Maatouk et al., 2013). 
Bien qu’ils soient exprimés dès le début de la différenciation gonadique, l’invalidation de Dmrt1 ou 
Foxl2 n’entraine un phénotype qu’après la naissance. Dans le testicule post-natal, DMRT1 protège 
Figure 46 : Expression de SRY dans le testicule fœtal de bouc (d’après Montazer-
Torbati et al., 2010 – Dev Dynamics). (A) Contrairement à la souris où l’expression de Sry est 
transitoire et restreinte à un type cellulaire (les cellules de pré-Sertoli), l’expression de SRY chez le 
bouc persiste au cours du développement testiculaire. (B) En immunohistochimie, à 36 jpc, SRY (en 
vert) est détecté dans le noyau de toutes les cellules de la gonade XY : il est co-détecté avec l’AMH (en 
rouge) au sein des cordons séminifères et marque les cellules de Sertoli, et entre les cordons dans les 
cellules interstitielles. A 40 jpc, SRY est co-détecté avec la 3βHSD (en rouge) dans les cellules de 
Leydig. Après la naissance, ils est localisé dans les cellules de Sertoli localisées à la base des cordons, 
et dans les cellules germinales identifiées grâce à un co-marquage VASA (en rouge). Barre d’échelle : 
50 µm. 
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l’identité sexuelle mâle des cellules de Sertoli (Matson et al., 2015). Dans l’ovaire post-natal, FOXL2 
est nécessaire à la formation des follicules primaires. Dans l’ovaire adulte, il est le gardien de 
l’identité sexuelle femelle des cellules de la granulosa et des cellules de la thèque (Ulhenhaut et al., 
2009) (Figure 45).  
 
Le modèle de la détermination du sexe que nous avons construit chez la chèvre présente 
des divergences par rapport au modèle conventionnel murin (Figure 7 de l’article 1). Comme je 
vais l’expliquer dans ce paragraphe, ces divergences peuvent trouver leur origine dans le patron 
d’expression de SRY qui n’est pas conservé chez les différentes espèces de mammifères, et 
notamment entre l’Homme et la chèvre d’un côté, et les rongeurs de l’autre (Figure 46). Ainsi, si le 
mécanisme du déterminisme sexuel est différent à la base, il apparait logique que les mécanismes 
génétiques qui en découlent aient évolué différemment.  
Chez la plupart des espèces de mammifères, SRY est le facteur de détermination testiculaire 
(Sinclair et al., 1990 ; Koopman et al., 1991). Néanmoins, SRY est très mal conservé au sein des 
mammifères. Il existe même des espèces de rongeurs (Ellobius et Tokudaia) qui ont perdu le 
chromosome Y et par conséquent le gène Sry de leur génome, mais où les mâles sont parfaitement 
masculinisés et fertiles (Fredga, 1983 ; Sutou et al., 2001). Chez ces rongeurs, il apparait que Sry ait 
été remplacé par un autre gène. En plus d’être mal conservé au niveau de sa séquence, SRY est mal 
conservé au niveau de son patron d'expression. Chez la souris, son expression est restreinte à la 
période de détermination testiculaire où il joue le rôle de TDF (Albrecht et Eicher, 2001 ; Sekido et 
Lovell-Badge, 2008). Chez la Chèvre et chez l’Homme, SRY marque un pic d’expression au cours de 
la détermination testiculaire puis elle est maintenue jusqu’à l’âge adulte (Montazer-Torbati et al., 
2010 ; Salas-Cortès et al., 1999) (Figure 46A). Ce profil d’expression chez la chèvre et chez 
l’Homme suppose que SRY joue un rôle supplémentaire à celui de TDF dans la suite du 
développement testiculaire et jusqu’à l’âge adulte. Ce rôle supplémentaire peut être celui du 
maintien ou de gardien de l’identité sexuelle mâle. En effet, les données obtenues par notre 
laboratoire montrent que dans un testicule XX parfaitement masculinisé, il perdure une activité 
transcriptionnelle au niveau du locus PIS (en l’absence de protéine FOXL2 fonctionnelle), activité 
qui est censée être nulle dans un testicule XY normal (Boulanger et al., 2014). SRY serait donc le 
facteur du chromosome Y qu’il manque à ces testicules XX pour verrouiller l’expression des gènes 
du locus PIS et donc celle de FOXL2. 
Par ailleurs, en plus de présenter un profil d’expression divergent au cours du 
développement testiculaire, l’expression de SRY au sein de la gonade au moment de la 
détermination testiculaire est également différente entre la Souris d’un côté, et la chèvre de l’autre 
(Figure 46B). En effet, l’expression de SRY est restreinte aux précurseurs des cellules de Sertoli 
chez la souris (Albrecht et Eicher, 2001), alors que la protéine est détectée dans tous les types 
cellulaires chez la chèvre. En parallèle, SF1 est exprimé par les cellules de soutien et les cellules 
Figure 47 : Modèle régissant la différenciation des gonades et le maintien de leur 
identité chez la chèvre.  
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stéroïdogènes du testicule (Thèse de Fatemeh Montazer-Torbati, données non publiées). Ainsi, 
contrairement à la souris, les patrons d’expression de SRY et SF1 chez la chèvre ne permettent pas 
d’expliquer la surexpression de SOX9 uniquement dans les cellules de soutien de la gonade XY. 
DMRT1 est exprimé dans les cellules de soutien et les cellules germinales au moment de la 
détermination testiculaire (Figure 44). Les cellules de pré-Sertoli sont donc les seules à exprimer 
la combinaison des facteurs SRY, SF1 et DMRT1. Notre hypothèse est donc que DMRT1 agit en 
partenariat avec SRY et SF1 pour surexprimer SOX9 spécifiquement dans la cellule de pré-Sertoli 
au cours de la détermination testiculaire dans l’espèce caprine (Figure 47). Cette hypothèse est 
d’autant plus vraisemblable depuis la découverte (i) de la région RevSex qui régule l’expression de 
SOX9 dans l’espèce humaine où sont localisés des sites de fixation pour DMRT1 (Hyon et al., 2015) 
et (ii) de la mutation ponctuelle DMRT1R111G responsable d’une dysgénésie testiculaire complète 
chez l’Homme (Murphy et al., 2015).  
 
Ces données obtenues dans l’espèce humaine suggèrent donc, comme dans l’espèce 
caprine, que DMRT1 agit en amont de SOX9 dans la cascade génétique qui conduit à la 
différenciation de testicules. Chez l’Homme et la Chèvre, DMRT1 aurait donc conservé le rôle 
ancestral de TDF qu’il joue dans certaines espèces de vertébrés non mammaliens. 
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Résumé de l’Article 2 
 
Les figures et tables citées dans le résumé correspondent à celles de l’article 2. 
 
 Pour cette étude, nous avons ré-examiné les données de transcriptomique obtenues par 
RNA-sequencing publiées dans l’article 1, afin de mettre en évidence de nouveaux gènes impliqués 
dans la différenciation de la gonade femelle. Après l’application de critères stringents, prenant en 
compte le nombre de « reads » observés par contigs chez les femelles (10 reads minimum) ainsi 
que le « Fold change » observé entre femelles et mâles (>5), une liste de 44 gènes présentant une 
expression fortement dimorphique en faveur de l’ovaire fœtal a été obtenue (S1 Table).  
 
 Parmi eux, le gène DMXL2 a retenu notre attention (fold change F/M=6). Ce gène présente 
un pic d’expression dans l’ovaire de chèvre en différenciation, notamment avant l’entrée en méiose 
des cellules germinales, mais aussi au tout début de la formation des premiers follicules (S1 
Figure).  
Quand mes travaux ont commencé, très peu de choses étaient connues sur les rôles ou les 
fonctions biologiques de DMXL2. La protéine possède des domaines WD40 intervenant dans les 
interactions entre protéines, faisant d’elle une « protéine plateforme ». Elle a été mise en évidence 
grâce à des expériences de co-immunoprécipation dans le cerveau de rat où elle intervient dans 
l’exocytose des vésicules synaptiques via des interactions avec les enzymes régulant l’activité de la 
petite protéine G Rab3 (Nagano et al., 2002). Ce qui a surtout soulevé notre intérêt, c’est que 
DMXL2 était décrit comme un régulateur de la voie Notch, chez la drosophile (Yan et al., 2009), 
mais aussi dans des lignées cellulaires de mammifères (Sethi et al., 2010). Or, la voie de 
signalisation Notch est impliquée dans la formation des follicules primordiaux chez la souris 
(Trombly et al., 2009 ; Xu et Gridley, 2013 ; Chen et al., 2014 ; Vanorny et al., 2014). Un lien entre 
DMXL2 et la voie Notch n’avaient jamais été décrits dans les gonades de mammifères. Ainsi afin de 
déterminer son rôle dans l’ovaire, nous avons entrepris une étude fonctionnelle dans le modèle 
murin, en analysant le phénotype de souris invalidées pour Dmxl2 (KO).  
 
 L’invalidation de Dmxl2 s’est révélée être létale quelques heures après la naissance. Les 
souriceaux KO étaient plus faibles que les animaux contrôles de la portée et présentaient un 
estomac vide suggérant une incapacité à se nourrir. A partir de ce phénotype, mes travaux se sont 
orientés en deux axes : (i) analyser de façon globale l’expression de Dmxl2, de façon à comprendre 
les causes de la létalité et (ii) rechercher l’existence d’un phénotype gonadique, malgré un arrêt du 
développement à J0, jour de la naissance. 
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 Concernant le premier axe, l’étude de l’expression tissulaire de Dmxl2 a mis en évidence 
une expression forte au niveau des muqueuses olfactives et ceci dès la vie fœtale (Figure 2). Le 
système olfactif étant impliqué dans la régulation de la prise alimentaire (Risser et Slotnick, 1987), 
nous avons testé sa fonctionnalité (Figure 3). Les résultats obtenus montrent que la muqueuse 
olfactive chez les souriceaux KO est fonctionnelle, mais que la transmission de l’information 
odorante depuis les muqueuses vers les bulbes olfactifs est altérée. DMXL2 joue donc un rôle dans 
l’olfaction, même si ce déficit ne peut à lui seul expliquer la létalité qui survient moins de 12 heures 
après la naissance. En effet, un déficit olfactif engendre la mort des souriceaux dans les 12 à 24h. 
Un défaut d’ordre plus général (trouble de l’homéostasie) est suspecté.  
 
 Concernant le rôle de Dmxl2 dans les gonades murines, nous avons analysé son expression 
au cours du développement normal, mettant en évidence quelques différences avec les 
observations réalisées chez la chèvre. Ainsi, avant l’entrée en méiose des cellules germinales chez 
la femelle, son expression est identique entre les gonades des deux sexes. Un dimorphisme en 
faveur de l’ovaire n’est observé qu’après 16.5 jpc et est maintenu jusqu’après la naissance. 
Néanmoins à partir de la puberté Dmxl2 voit son expression augmenter dans le testicule murin, ce 
qui n’a pas été observés dans l’espèce caprine (Figure 4 et S1 Figure). La localisation de sa 
protéine, montre que DMXL2 est exprimé à la fois dans les cellules germinales et dans les cellules 
de soutien des gonades mâles et femelles. L’augmentation de son expression en période périnatale 
chez la femelle laisse suspecter un rôle au cours de la folliculogenèse, période au cours de laquelle 
les communications entre cellules germinales et cellules de soutien sont essentielles. 
Du fait de la létalité à J0, l’effet de l’invalidation de Dmxl2 n’a pu être étudié qu’à ce stade. 
Bien qu’aucune anomalie morphologique n’ait été observée dans les testicules ou ovaires Dmxl2 
KO, l’analyse moléculaire réalisée met en évidence que plusieurs gènes présentent une 
dérégulation de leur expression dans l’ovaire mutant (Figure 5).  Ces gènes sont impliqués dans la 
régulation de processus tels que la réponse au stress, la régulation de l’apoptose ou le transport 
transmembranaire. Les gènes effecteurs de la voie Notch ne sont pas touchés par l’absence de 
DMXL2, ce qui tend à montrer que cette voie n’est pas perturbée. Quelques gènes codant pour 
d’autres protéines WD40 sont néanmoins surexprimés dans les ovaires KO, ce qui pourrait 
compenser l’absence de DMXL2. De plus, le gène Aph1b qui code pour une sous unité de la -
sécrétase régulant la voie Notch est surexprimé dans les gonades KO des deux sexes. Cette 
surexpression, pourrait permettre d’augmenter la stabilisation de cette protéine et le maintien de 
la signalisation Notch, au moins à ce stade. Afin de pouvoir observer la mise en place de la 
folliculogenèse dans les ovaires Dmxl2 KO, leur développement a été poursuivi quelques jours 
supplémentaires, grâce à des greffes sur des souris immuno-déficientes. Ainsi, nous avons pu 
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observer une altération de la croissance et de la survie folliculaire dans les ovaires Dmxl2 KO, par 
rapport aux ovaires contrôles greffés au même stade. 
 
Les résultats obtenus font de DMXL2 un nouveau facteur à prendre en compte dans la 
fertilité femelle. Ces résultats, ainsi que l’étude du rôle de Dmxl2 au sein du testicule seront 
analysés plus profondément grâce à la réalisation de l’invalidation conditionnelle de Dmxl2 dans 
les cellules de soutien et/ou les cellules germinales (travaux en cours au laboratoire).  
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Abstract 21 
DMXL2 encodes a scaffold protein containing WD40 domains, which was initially characterized for 22 
its function in vesicle exocytosis in the brain. DMXL2 has also been involved in the Notch signaling 23 
pathway via the V-ATPase pump regulation, which was described in both mammalian cell lines and 24 
drosophila ovary. Interestingly, high-throughput sequencing data we obtained in the goat species 25 
pinpointed DMXL2 as a female-associated gene when sex-determination takes place. DMXL2 was 26 
found highly expressed in the differentiating goat ovary, decreasing slightly after germ cells meiosis 27 
onset and primordial follicle formation. To apprehend the role of DMXL2 during ovarian 28 
development in mammals, we studied the phenotype of Dmxl2 knocked-out mice.  29 
Dmxl2 invalidation was found to be lethal a few hours after birth. Dmxl2-/- newborn pups showed an 30 
abnormal feeding behavior that was linked to the alteration of olfaction; odorant transmission from 31 
the olfactory mucosa to the olfactory bulb was markedly impaired. In addition, Dmxl2 was found to 32 
be expressed in both female and male gonads in mice, showing higher level in female around 33 
folliculogenesis, and higher level in male during spermatogenesis. Both germ cells and supporting 34 
cells expressed DMXL2. Microarray data analyses at birth showed some molecular deregulations 35 
in the female Dmxl2-/- gonad, despite normal morphology. The development of these knocked-out 36 
ovaries was achieved few extra days through transplant experiments, revealing folliculogenesis 37 
alterations. In conclusion, as it was suggested previously, DMXL2 plays an important role in 38 
synaptic transmission, in particular in the olfactory system. In addition to its role in olfaction, 39 
DMXL2 protein appeared also to take important part in female fertility in the mouse species.   40 
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Introduction 41 
DMX-Like 2 (DMXL2) gene encodes a protein containing multiple WD40-domains which 42 
mediate protein-protein and protein-DNA interactions [Nagano et al., 2002 ; Stirmimann et al., 43 
2010 ; Xu and Min 2011]. These WD40-domains correspond to a series of sequence repeats of 44 44 
to 60 amino acids with characteristic sequence terminating in a tryptophan – aspartic acid (WD) 45 
dipeptide [Neer et al., 1994]. The WD40 proteins function as hubs, capable of recruiting multiple 46 
partners, involving these proteins in a wide range of cellular functions such as signal transduction, 47 
vesicular trafficking, cell cycle control, chromatin dynamics and transcriptional regulation 48 
[Stirnimann et al., 2010, Xu and Min, 2011]. One of DMXL2 (also known as Rabconnectin-3 or 49 
Rbcn-3 ) well characterized partners is WDR7 (Rabconnectin-3 or Rbcn-3β) and together they 50 
form the stoechiometric complex of Rabconnectin-3 in the brain [Kawabe et al., 2003]. In this 51 
tissue, where DMXL2/Rbcn-3α has been firstly described, Rabconnectin-3 complex might be 52 
involved in modulating Ca2+-exocytosis of neurotransmitters, interacting with the small G-proteins 53 
Rab3-GEP and Rab3-GAP [Nagano et al., 2002; Geppert et al., 1997]. In addition DMXL2 interacts 54 
with some subunits of the vacuolar-ATPase proton pump (V-ATPase) [Yan et al., 2009, Li et al., 55 
2012], promoting its assembly and activity in different species such as yeast [Seol et al. 2001 ; 56 
Smardon and Kane 2007], drosophila [Yan et al., 2009], zebrafish [Einhorn et al., 2012] and in 57 
mammalian cell lines [Sethi et al., 2010]. V-ATPases are responsible for the acidification of 58 
intracellular compartments including endosomes, lysosomes, secretory vesicles and the Golgi 59 
apparatus, and have well established role in protein sorting, trafficking and turnover [Forgac 2007; 60 
Jefferies et al., 2008]. In particular, V-ATPase pumps were shown to be a key player in the Notch 61 
signaling pathway in both drosophila [Yan et al., 2009, Vaccari et al., 2010] and mice [Lange et al., 62 
2011]. Indeed γ-secretase, whose activity is essential for Notch processing (S3 cleavage 63 
generating the NICD), has been shown to have optimal activity in acidic endocytic vesicles where 64 
pH is controlled by proton pumps [Pasternak et al, 2003; Vaccari et al., 2010 ; Lange et al., 2011]. 65 
The Notch pathway is required for early follicle cell differentiation during oogenesis in drosophila. 66 
Loss of this signal transduction in follicle cell epithelium disrupts the normal transition of the follicle 67 
cells from mitotic cycle to endocycle [Deng et al., 2001]. Mutant flies presenting an absence of 68 
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DMXL2/Rbcn-3α or WDR7/Rbcn-3  in follicular cells were shown to recapitulate the Notch mutant 69 
phenotype [Yan et al., 2009]. Demonstration that Rabconnectin-3 complex affects Notch signaling 70 
and trafficking through regulating V-ATPase function was also confirmed in mammals, by in vitro 71 
experiments realized on several human and mouse cell lines [Sethi et al., 2010; Faronato et al., 72 
2015].  73 
In mammalian female gonad, the Notch signaling pathway was also shown to be involved in 74 
ovarian follicle formation [Trombly et al., 2009]. Because follicles are required to support oocyte 75 
development, the establishment of these structures is essential for fertility. In mice, primordial germ 76 
cells (PGCs) originating from epiblast cells, migrate from outside embryo and populate the gonads 77 
around the embryonic day 10.5 (E10.5). At E13.5, germ cells enter meiosis and are afterwards 78 
called oocytes (arrested in the diplotene stage of meiotic prophase I) [Borum et al., 1961]. At birth 79 
oocytes exist as cyst surrounded by somatic cells [Pepling and Spradling 1998]. Then, 80 
fragmentation of these syncytia starts, to undergo follicle formation in which individual oocytes are 81 
encapsulated by a single layer of squamous pregranulosa cells to form primordial follicles (around 82 
post natal day 0, P0 to post natal day 2, P2, depending on the mouse strain) [Tingen et al., 2009]. 83 
The Notch signaling pathway in the mouse ovary occurs in somatic pregranulosa cells between 84 
E17.5 and P0 [Vanorny et al., 2014]. Inhibition of -secretase activity in ex-vivo experiments or 85 
invalidation of Notch2 receptor in pregranulosa cells or of its Jagged1 ligand in germ cells reduces 86 
oocyte cyst breakdown and primary follicle assembly [Trombly et al., 2009; Chen et al., 2014; 87 
Vanorny et al., 2014]. 88 
In this context, DMXL2 implication in Notch signaling regulation or to a more general point 89 
of view in protein trafficking and cell-to-cell cross-talking is unknown. Communication between the 90 
oocyte and surrounding granulosa cells has been shown to be crucial for folliculogenesis [Eppig, 91 
1991], but signaling molecules and pathways inside mammalian follicles that control formation and 92 
early development of ovarian follicles have not been described extensively. On the contrary, 93 
several transcription factors, whose function is required at different level of folliculogenesis 94 
processing, have been well established, like FIGL  [Soyal et al., 2000], LHX8 [Choi et al., 2008], 95 
NOBOX [Choi et al., 2007], or FOXL2 [Schmidt et al., 2004; Uda et al., 2004]. In addition to its role 96 
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during folliculogenesis in mice, FOXL2 was shown to trigger ovarian differentiation in goats, since 97 
its ablation results in XX sex-reversal (XX testis differentiation) [Pailhoux et al., 2001; Boulanger et 98 
al., 2014]. In order to characterize FOXL2 downstream activated pathways at early stages of sex 99 
differentiation in the goat our laboratory previously performed RNA-sequencing studies on female 100 
versus XX intersex gonads (lacking FOXL2) [Elzaiat et al., 2014]. Male gonads were also included 101 
in the experiment, to determine if deregulated pathways were female or male-associated ones. 102 
Interestingly, de novo analysis of these RNA-sequencing data comparing female to male gonads 103 
pinpointed DMXL2 higher level of expression in the differentiating goat ovary (see S1 Table and S1 104 
Fig. for details). 105 
To investigate the function of Dmxl2 during gonadal development, we analyzed the effects 106 
of Dmxl2 invalidation in mice. Nevertheless, knocked-out (KO) newborn pups died within a few 107 
hours after parturition. They presented hyperglycemia and alteration in synaptic transmission 108 
especially in the olfactory system suggesting Dmxl2 implication in complex metabolic and 109 
neurologic processes. In the wild type mouse ovary, Dmxl2 was found to be expressed in both 110 
germ cells and supporting cells, presenting a peak of expression around birth, when primordial 111 
follicle formation begins. To study post-natal development of Dmxl2 KO ovaries, allografts on 112 
immuno-deficient recipient mice were performed and showed folliculogenesis defects. We propose 113 
that Dmxl2 is involved in female fertility in mice, likely ensuring the proper communication between 114 
follicular and germ cells.  115 
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Material and methods 116 
Mice  117 
Animal handling procedures were conducted in compliance with the guidelines on the Care and 118 
Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching (Authorization no. 91-649 for the 119 
Principal Investigator, and national authorizations for all investigators). The protocol was approved 120 
by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of Jouy-en-Josas Institute and 121 
AgroParisTech (Permit Number: 12/184). Dmxl2tm1a(EUCOMM)Wtsi (Dmxl2wt/tm1a) mice were provided by 122 
the Wellcome Trust Sanger Institute (International Mouse Phenotype Consortium (IMPC): 123 
https://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:2444630) in a C57Bl/6N genetic background. 124 
The mutation corresponded to the knock-in of the targeting vector between Dmxl2 exons 6 and 10 125 
(see Fig. 1). Due to breeding considerations, we backcrossed the Dmxl2 mutation to the FVB/NRj 126 
strain (JANVIER Labs) for ten generations. Dmxl2wt/tm1a mice were intercrossed in the latter genetic 127 
background to generate Dmxl2wt/wt (wild-type, WT), Dmxl2wt/tm1a (heterozygous, HTZ) and 128 
Dmxl2tm1a/tm1a (knocked-out, KO) mice. RjOrl:NMRI-Foxn1nu/Foxn1nu (nude) mice (JANVIER Labs) 129 
were used for ovarian transplantation experiments. Mice animals were housed for 12h light/12h 130 
dark at the UE0907 (INRA, Jouy-en-Josas, France) and fed ad libitum. 131 
 132 
Genotyping of mice 133 
Genomic DNA was obtained from tail biopsy using the Kapa express Extract kit (Kapa 134 
Biosystems), following the manufacturer’s instructions. Animals were genotyped by PCR 135 
amplification of Dmxl2 wild-type versus tm1a alleles (see S2 Table for primers sequences and 136 
Fig.1 for primers location information). PCR were performed using the KAPA2G Fast Genotyping 137 
Mix (Kapa Biosystems). 138 
 139 
Electro-olfactogram recordings 140 
Electro-olfactogram (EOG) recordings were made from the olfactory mucosa in an opened nasal 141 
cavity configuration on HTZ and KO newborn mouse hemi-heads, as described earlier [François et 142 
7 
 
al. 2013]. The hemi-head was kept under a constant flow of humidified filtered air (1000 ml/min) 143 
delivered close to the septum through a 9 mm glass tube. This tube was positioned 2 cm from the 144 
epithelial surface. Odor stimulations were performed by blowing air puffs (200 ms, 200 mL/min) 145 
through an exchangeable Pasteur pipette enclosed in the glass tube containing a filter paper 146 
impregnated with 20 µL of the odorant. The odorants used were diluted in mineral oil (Hexanal 147 
from 1:10000 to 1:10; Limonene from 1:1000 to 1:10 and Carvone at 1:100). EOGs were recorded 148 
from two separated positions localized centrally on turbinates IIb and IIa. We measured the peak 149 
amplitude using Clampfit 9.2 (Molecular Devices). Values were averaged per condition. Means ± 150 
SE were plotted using Excel, and statistical analyses were performed using a Student’s t-test 151 
(P<0.05) to compare the response between HTZ and KO animals for a given concentration of 152 
odorant.  153 
 154 
Exposure to odorant for c-Fos detection in the olfactory bulb 155 
Newborn pups were isolated from their mother and placed in a new cage for 30 min in a quiet 156 
room. They were then exposed to odorants for 10 min using a tea ball containing a filter paper 157 
stained with 20 µL of a mixture of 12 odorants (equimolar mixture of anisole, citral, heptanal, 158 
isoamyl acetate, lyral, lilial, octanol,1-4-cineol, isomenthone, limonene, carvone, and pyridine 159 
diluted to a final concentration of 10-3M). Pups were sacrificed 60 min after the stimulation period. 160 
Heads were skinned, and prepared as described in the “Immunohistochemistry” paragraph for c-161 
Fos immunodetection. For all coronal olfactory bulbs sections, we took four images located 162 
dorsally and ventrally. Images were taken blindly of the treatment at x100 magnification. Images 163 
were analyzed using ImageJ (Rasband,W.S., ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, 164 
Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/) to threshold specific c-Fos staining as described 165 
previously [Laziz et al.,2011]. The area of the olfactory bulb was measured from the DAPI staining 166 
allowing us to quantify the percentage of c-Fos staining in the glomerular layer. The same 167 
threshold was applied for all images arising from the same experiment performed on the same 168 
litter. All results were expressed as a relative value of the control group treated with vehicle only. 169 
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Means ± SE were plotted using Excel, and statistical analyses were performed using a Student’s t-170 
test (pValue <0.05). Stars represented significant differences.  171 
 172 
Measurement of blood glucose concentrations 173 
Glucose concentrations were measured from blood samples obtained after decapitation of E18.5 174 
embryos, by using the FreeStyle Optium Xceed Blood Glucose meters (Abbott). Three litters were 175 
registered, 1.5 hour after E18.5-newborn delivery. Values (in mg/dL) were averaged per genotype 176 
and statistical analyses were performed using an ANOVA approach followed by a Fisher’s Least 177 
Significant Difference (LSD)-test with the InVivoStat software [Clark et al., 2012].  178 
 179 
Microarray analyses  180 
Freshly dissected P0 ovaries and testes were snap-frozen in liquid nitrogen. Three independent 181 
total RNAs extractions were performed from pools of WT and KO ovaries and testes, using the 182 
RNeasy Mini (for testes) or Micro kit (for ovaries) (Qiagen). RNA quality was verified by Agilent 183 
Bioanalyzer technology and 200 ng of total RNAs from each condition were used to hybridizations 184 
on Mouse WG-6 v2.0 Expression BeadChip (Illumina) (Plateforme post-génomique de la Pitié-185 
Salpêtrière, Faculty of Medicine, Paris, France). Raw data were background-corrected using the 186 
“normexp” method, and quantile normalized with the Limma package through Bioconductor in the 187 
R statistical environment (version 2.15.0). Raw p-values were adjusted following Benjamini-188 
Hochberg method (False discovery rate) [Benjamini and Hochberg, 1995]. Quality control of the 189 
expression data were assessed by boxplots of raw expression data, density plots of normalized 190 
data, scatter plots and calculation of the Pearson’s correlation coefficients between arrays, using 191 
the Ringo package. The microarray data have been assigned the Gene Expression Omnibus 192 
number GSEXXXXX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSEXXXXX), and they 193 
are publicly available. 194 
 195 
Gene Ontology Analysis 196 
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Gene ontology (GO) analysis was conducted with the DAVID Bioinformatic Database 197 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) using the three GO term categories: biological process (BP), 198 
molecular function (MF), and cellular component (CC). For the GO analysis, we processed 199 
separately the genes deregulated in KO ovaries from those deregulated in KO testes.  200 
 201 
Expression analysis by RT-qPCR 202 
To study Dmxl2 expression during gonadal development, total RNAs were extracted from pools of 203 
ovaries or testes at different developmental stages, using the RNeasy Mini or Micro kit (Qiagen) 204 
depending on the amount of tissues. Three independent replicates were prepared for each stage 205 
and sex. For microarray validations, the same total RNAs provided to the P3S platform were used. 206 
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (Thermo Scientific) was used to synthesize 207 
cDNA for RT-qPCR from 200 ng of RNAs. RT-qPCR was conducted on all genes in triplicate using 208 
Absolute Blue SYBR Green ROX mix (Thermo Scientist) in the StepOnePlus Real-Time PCR 209 
System (Applied Biosystems). After using the GeNorm program, the 2 genes used as references 210 
for this study were ActB, and Ywhaz (primers used for each gene are listed in S2 Table). Results 211 
were analyzed using Qbase Software. Means ± SD were plotted using Excel, and statistical 212 
analyses were done using an ANOVA approach followed by a Fisher’s LSD-test with the InVivoStat 213 
software [Clark et al., 2012].  214 
 215 
Protein extraction and Western Blotting 216 
After dissection, newborn brains or adult tissues (brain, heart, lungs, liver, spleen, adrenal glands, 217 
kidneys, skeletal muscle, testes, epididymis, seminal vesicles, ovaries, uterus and mammary 218 
glands) were snap-frozen using liquid nitrogen. For protein extraction, tissues were powdered on 219 
dry ice, and transferred in a dounce homogenizer, where they were lysed in 220 
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer supplemented with protease inhibitors (Roche). 221 
Lysates were centrifugated 20 min at 4°C and 14 000 rpm, supernatants were collected and the 222 
protein amount was quantified using a Bradford dosage.  223 
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For each tissue, 25 µg of proteins diluted in Laemmi buffer were separated using 4–15% Mini-224 
PROTEAN® TGX™ Gel (Cat. 456-108310, Bio-Rad). Stained proteins of known molecular weights 225 
(range: 31-460 kDa, Cat. LC5699, Invitrogen) were run simultaneously as standards. The proteins 226 
separated by electrophoresis were transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane (hybond-227 
P PVDF; Amersham). The membrane was blocked by incubation in Phosphate Buffer Saline 228 
1/1000 Tween-20 (PBS-T; Prolabo, France) containing 4% (w/v) nonfat dried milk, and incubated 229 
overnight at 4°C with primary antibodies (anti-DMXL2, or anti-ACTIN and anti-GAPDH used as 230 
references; please refer to S3 Table for a listing of the antibodies and their condition of use) diluted 231 
in PBS-T 4% (w/v) nonfat dried milk. The blot was then washed three times with PBS-T, incubated 232 
45 min in PBS-T 4% (w/v) nonfat dried milk containing the peroxydase-conjugated secondary 233 
antibodies, and washed extensively in PBS-T. Peroxydase activity was revealed using the ECL-234 
Plus Western blotting detection system as instructed by the manufacturer (Amersham). 235 
Immunoreaction signals were analyzed using an image analysis system (Advanced Image Data 236 
Analyzer software, LAS 1000 camera, Fujifilm).  237 
 238 
X-gal staining 239 
Two different protocols were performed regarding the experiments started from E14.5 embryos or 240 
P0 whole-mount tissues (skinned heads, heart and lungs, digestive system (from stomach to large 241 
intestine), kidneys and adrenal glands, uro-genital tracts, and skeletal muscle).  242 
For E14.5 embryos, uterine horns were dissected and conserved in cold PBS 1X (Eurobio). The 243 
embryonic sacs were removed and served for genotyping, Embryos were rapidly rinsed in PBS 1X, 244 
and fixed 2.5 hours in the fixative solution containing 2% formaldehyde and 0.2% glutaraldehyde 245 
dissolved in PBS 1X. After two 30 min-washes in PBS 1X, embryos were stained overnight at room 246 
temperature in the dark, in 5 mM ferrocyamide, 5 mM ferricyamide, 20 mM MgCl2, 1mg/mL X-gal 247 
(GX12836, Genaxis), 0.02% NP-40, 0.01% sodium deoxycholate, 20 mM Tris HCl pH 7.4 solution. 248 
The day after, they were rapidly rinsed in PBS 1X, incubated in PBS 1X for 30 min and finally fixed 249 
in 4% formaldehyde overnight at 4°C. Following fixation, embryos were rinsed in PBS1X and 250 
cleared following the protocol described by Schatz and colleagues (2005). 251 
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For P0 whole-mount staining, freshly dissected tissues were washed 10 min in PBS 1X containing 252 
0.01% Tween-20 (PBS-T), fixed 10 min in 4% paraformaldehyde (PFA), and washed again twice in 253 
PBS-T during 10 min. Tissues were stained in 5 mM ferrocyamide, 5 mM ferricyamide, 4 mM 254 
MgCl2, 0.1% TRITON X-100, 1mg/mL X-gal, overnight at 32°C in water-bath. Tissues were washed 255 
10 min in PBS-T prior to be fixed in 4% PFA overnight at 4°C. They were conserved in PBS 1X 256 
until images were taken, using a M80 Leica dissecting microscope with Leica DFC420 digital 257 
camera attached.  258 
 259 
Ovarian allograft 260 
Nude recipient females were anesthetized by intraperitoneal injection of a ketamine/xylasine 261 
cocktail (K: Imalgène 500, Merial; X: Rompun 2%, Bayer). Control (WT and HTZ) and KO ovaries 262 
were dissected from P0 new born pups, and whole-grafted in the back muscle of the recipient, as 263 
each recipient received on one side of their back, control ovaries, and on the other side, KO 264 
ovaries. After 12 days, ovarian-graft were removed and fixed in Bouin’s solution. Four independent 265 
experiments were performed. 266 
 267 
Histology 268 
After dissection, gonads were fixed in Bouin’s solution for 2 hours (P0 ovaries and testes) or 5 269 
hours (12 days-ovarian grafts and related in vivo controls) at room temperature. After several 270 
washes in 70% ethanol, tissues were dehydrated in increasing concentrations of ethanol (90%, 271 
100%) and butanol (50%, 100%), embedded in paraffin and sectioned at 7 µm. Hematoxylin and 272 
eosin staining (HE staining) was performed using standard protocols in order to examine tissue 273 
morphology. 274 
 275 
Immunohistochemistry 276 
Dissected gonads were fixed in 4% PFA in PBS at 4°C during 2 hours (P0 and P5 gonads), 277 
overnight (P28 gonads) or 24 hours (newborn skinned heads). They were then cryoprotected with 278 
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increasing concentrations of sucrose in PBS (0, 12%, 15%, and 18% for gonads, or 0, 30% for 279 
heads). Gonads were finally embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek Japan) 280 
and frozen at -80°C. Cryosections (7 µm for gonads, 20 µm for coronal heads specimens) were 281 
stored at -80°C. Sections were air-dried, rehydrated in PBS and permeabilized with 0.5% Triton, 282 
1% BSA in PBS during 30 min. Then, primary antibodies (listed in S3 Table) were incubated with 283 
tissue sections overnight at 4°C (2 days for c-Fos). After several washes in PBS, sections were 284 
incubated with secondary antibodies for 45 min at room temperature (overnight for c-Fos). Finally, 285 
slides were rinsed in PBS, mounted in Vectashield mounting medium with DAPI (Vector) and 286 
acquisitions were performed using a DP50 CCD camera (Olympus).  287 
For Bouin’s-fixed ovarian-graft sections, these were deparaffinized, rehydrated, and heat-induced 288 
epitope retrieval was performed using a pressure cooker prior to proceed to the 289 
immunofluorescence protocol.   290 
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Results 291 
Dmxl2 invalidation induces lethality at birth. 292 
To investigate Dmxl2 implication during ovarian development, we realized functional studies in the 293 
mouse. We purchased heterozygous Dmxl2tm1a(EUCOMM)Wtsi mice from the IMPC, in which a 294 
construction comprising a reporter gene was inserted between exons 6 and 10 of Dmxl2. The 295 
mutated allele presented the LacZ gene in Dmxl2 intron 6, bordered by a strong splice acceptor 296 
site and IRES upstream, and a poly-adenylation signal, inducing transcription arrest immediately 297 
downstream (Fig. 1A). When crossed together, these mice generated Dmxl2wt/wt (wild-type, WT), 298 
Dmxl2wt/tm1a (heterozygous, HTZ) and Dmxl2tm1a/tm1a (knocked-out, KO) offspring in mendelian 299 
proportions; pups were easily genotyped using a combination of primers provided by the IMPC 300 
(Fig. 1B and S2 table). We confirmed that neither functional Dmxl2 transcript (Fig. 1C), nor 301 
DMXL2 protein (Fig. 1D) was produced in KO tissues such as brain of newborn pups, confirming 302 
the knock-out efficiency. However, KO newborns died shortly after birth, between a couple and 303 
around ten hours. KO pups showed normal growth, weight and skin color at birth (Fig. 1E). 304 
However, they looked weaker than control littermates, with poor motile activity, and presented no 305 
milk in their stomach suggesting an abnormal feeding behavior. 306 
 307 
Dmxl2 is expressed in different tissues during development. 308 
Tissue expression of Dmxl2 was addressed taking advantage of the LacZ reporter gene 309 
expression in mutants (whole-mount X-gal staining at E14.5 and P0) and by western blotting (at 310 
adulthood). At E14.5, a specific X-gal staining was restricted to the olfactory epithelium (Fig. 2A). 311 
At birth (P0), a specific staining remained detected at the turbinate mucosa (arrow head) (Fig. 2B). 312 
A finest dissection of the brain revealed a staining of the pituitary gland (data not shown), 313 
confirming Dmxl2 expression in this tissue [Tata et al., 2014]. The heart was strongly stained, and 314 
gonads of both sexes showed dot shaped staining: enriched in the cortical region for ovaries, and 315 
in seminiferous cords for testes. We also tested the liver, the digestive tract, kidneys, adrenal 316 
glands, and skeletal muscles. Those tissues were negatives or a non-specific staining was 317 
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observed as in WT control tissues (not shown). At adulthood, DMXL2 protein was highly detected 318 
in the brain as it was previously described in the rat species [Nagano et al., 2002] (Fig. 2C). We 319 
clearly detected at least two isoforms in this tissue, one of the larger described isoform (341 kD or 320 
338kD) and a shorter DMXL2 protein of 249 kD. In addition, the 341kD/338kD DMXL2 protein was 321 
easily detected in adult adrenal glands and testes. A thinly expression was also observed in 322 
epipidymis, seminal vesicles, ovaries, uterus horns and mammary glands. Intriguingly, while 323 
western-blotting confirmed DMXL2 expression in the heart at P0, as observed by X-gal staining 324 
(Fig. 2B and data not shown), no more protein was detected at adulthood (Fig. 2C). To investigate 325 
possible heart defects that could explain lethality at birth, morphometric analyses of KO E18.5 326 
embryos were performed. Nevertheless these studies did not reveal cardiac malformations or any 327 
other defect that could explain their premature death (Pr. Manuel Mark, IGBMC, Illkirch data not 328 
shown). As it was recently shown that Dmxl2 could be implicated in glucose metabolism [Tata et 329 
al., 2014], blood glucose concentration was tested at E18.5, showing that KO pups were 330 
hyperglycemic when compared to control WT and HTZ littermates (p-Value ≤0.001) (S4 Table). 331 
This result was consistent with the recent identification of 3 patients with DMXL2 haplo-332 
insufficiency who developed an insulin-dependent diabetes mellitus at puberty [Tata et al., 2014]. 333 
However, the implication of hyperglycemia in the occurrence of the lethality observed is not clear. 334 
As a strong expression of Dmxl2 was detected in the olfactory epithelium as soon as E14.5 and as 335 
the KO newborn pups presented feeding troubles, we then investigated whether the olfactory 336 
system was affected by the loss of function of this gene.  337 
 338 
Dmxl2 is involved in the transmission of odorant information to 339 
the olfactory bulb 340 
As the olfactory system is known to regulate feeding behavior [Risser and Stonick, 1987], we 341 
performed electro-olfactogram (EOG) to test if it remained functional in KO pups. Stimulations of 342 
the olfactory epithelium were carried out with different odorants using several concentrations 343 
(hexanal, limonene) or a single high dose (carvone) (Fig. 3A). The maximum amplitude of 344 
response to odorants was measured, but no significant difference was found (Figs. 3A and 3B). 345 
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The olfactory mucosa is functional, which means that KO pups are capable of odorant detection 346 
like control newborn mice.  347 
Because DMXL2 was associated with synaptic vesicles in the rat brain, potentially regulating their 348 
exocytosis and signal transmission [Nagano et al., 2002, Einhorn et al., 2012], we next determined 349 
if the odorant information was transmitted from the olfactory mucosa to the olfactory bulb. Neural 350 
activation in the olfactory bulb after odorant stimulation was examined, by using c-Fos 351 
immunodetection in HTZ and KO pups (Fig. 3C and 3D). We observed significantly less c-Fos-352 
positive neurons in the glomerular and the mitral layer in KO olfactory bulbs when compared to 353 
HTZ (KO: 0.30±0.10 vs HTZ: 0.89±0.35 c-Fos-positive signal per area; P≤0.05, t-test). The 354 
synaptic transmission of the odorant information from the olfactory mucosa to the olfactory bulb is 355 
altered in absence of Dmxl2. Thus DMXL2 is involved in olfaction in mice and as olfaction is 356 
essential for normal feeding behavior this explains the absence of milk in their stomach [Risser and 357 
Stonick, 1987]. Nevertheless the olfactory/feeding trouble is not sufficient to explain the timing of 358 
death of Dmxl2 KO pups and a more general alteration is suspected in these animals. 359 
 360 
Dmxl2 presents a dynamic expression in both ovaries and 361 
testes during development. 362 
As demonstrated by LacZ staining experiments in HTZ fetuses, Dmxl2 seemed to be expressed in 363 
both mice ovaries and testes at birth. While in the goat species DMXL2 was preferentially 364 
expressed in the ovary at all stages of fetal development (S1 Fig.), in the mouse, Dmxl2 had 365 
similar expression levels between male and female gonads during the first stages of differentiation 366 
(Fig. 4A). After female germ cells meiosis, its expression increased in ovaries, especially a couple 367 
of days before birth (between E16.5 and E18.5: p-Value=0.019) and the formation of primordial 368 
follicles (first signs at P0). In testes, Dmxl2 levels of expression were similar during fetal and early 369 
post-natal life, but markedly increased between P5 and P28 (p-Value <0.001), during the first wave 370 
of spermatogenesis (Fig. 4A). Thus, this increasing expression of Dmxl2 before the 371 
folliculogenesis process in ovaries and the spermatogenesis beginning in testes, suggested the 372 
implication of this gene in both female and male mouse fertility.  373 
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Localization of DMXL2 protein has been studied, thanks to an anti-DMXL2 antibody which 374 
specificity was experienced at P0 by immunofluorescence in WT versus KO ovaries (Fig. 4B). 375 
DMXL2 expression was then analyzed in WT female and male gonads, at two post-natal stages, 376 
P5 and P28 (Fig. 4C). In P5 ovaries, primordial to secondary follicles were presents. DMXL2 377 
staining was always detected inside the follicles delimited by Laminin staining, in the cytoplasm of 378 
both granulosa and germ cells, except for primordial follicles. Indeed, at P5 numerous primordial 379 
follicles were observed in the cortical part of the ovary, harboring a strong signal for DMXL2 protein 380 
in the germ cell cytoplasm (attested by DMXL2/VASA double staining, Fig. 4C) whereas 381 
surrounding granulosa cells did not seem to be labeled by DMXL2. Nevertheless the signal in 382 
oocyte of primordial follicles was so strong that this might mask a faint signal in follicular cells.  383 
At P28, DMXL2 was still intensely detected in the oocytes of primordial to primary follicles, faintly in 384 
the oocyte of secondary follicles and its expression was then reduced to granules at later stages. 385 
DMXL2 detection also slightly decreased in granulosa cells of growing pre-antral to antral follicles 386 
at this stage of development.  387 
In the male gonad, DMXL2 protein was also detected in both germ cells and supporting cells. 388 
Accordingly, at P5, DMXL2 was showed to be restricted to immature seminiferous cords delimited 389 
by Laminin staining. At P28, when the first wave of spermatogenesis has started, numerous germ 390 
cells expressing DMXL2 were observed. In addition, Sertoli cells remained stained (Fig. 4C, 391 
arrows). Taking together, these results showed a dynamic expression of DMXL2 in both supporting 392 
cells and germ cells of ovaries and testes, during the processes of folliculogenesis and 393 
spermatogenesis respectively. 394 
 395 
Despite normal morphology at birth Dmxl2 KO gonads display 396 
some molecular defects. 397 
As KO pups died shortly after birth, analyses of gonad phenotype were restricted to P0. 398 
Morphological appearance of female and male KO gonads was addressed by classic histology (i.e. 399 
HE staining ; S2 Fig.) and by the use of several markers of germ cells and supporting cells (i.e. 400 
immunofluorescence ; S3 Fig.), showing that gonad size, organization and general aspect were 401 
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similar between KO and control gonads. In particular, KO ovaries presented numerous germ cell 402 
nests formed at the cortex, and a few primordial follicles that start to organize like in P0 control 403 
ovary (S3 Fig.).  404 
Microarray analyses of KO versus WT ovaries and testes at birth (adjusted p-Value <0.1) (Fig. 5A) 405 
highlighted a few genes deregulated in KO gonads when compared to WT; 51 were deregulated in 406 
KO ovaries (Table 1), and 12 in KO testes (Table 2). Among them, 4 genes were found 407 
deregulated in both KO ovaries and testes (Fig. 5A). Surprisingly, Dmxl2 was not part of these 408 
common affected genes. Although it was found down-regulated in KO ovaries (Table 1), 409 
microarray analyses did not pinpoint any statistical difference of Dmxl2 expression in KO testes. 410 
Additional investigations using RT-qPCR studies revealed that Dmxl2 was actually down-regulated 411 
in both female and male KO gonads as expected (Fig. 5B, p-Value < 0.001). Possibly, significant 412 
difference was not detected by microarray, because of Dmxl2 low expression level in the control 413 
testis at P0, or cross-hybridization with another target. Moreover, a remaining expression of Dmxl2 414 
was observed in KO gonads with primers downstream the LacZ cassette, whereas no functional 415 
Dmxl2 transcript was produced (Fig. 1C), and no functional protein was detected (Fig. 1D). This 416 
may reflect the fact that the poly-adenylation signal in the targeting construct was not fully efficient 417 
(Fig. 1A).  418 
Regarding the 4 genes shown to be deregulated in both KO ovaries and testes, two of them were 419 
actually found deregulated by RT-qPCR : Aph1b and Fez1; whether the others (Kif23 and Srpr) 420 
were not (Fig. 5C). Interestingly, Aph1b encodes a subunit of the γ-secretase complex, involved in 421 
the activation of the Notch signaling pathway [Fortini 2002, Schweisguth 2004].  422 
Despite the small number of deregulated genes, two gene clusters were highlighted with a 423 
significant enrichment score in KO female gonads (DAVID analyses tool; enrichment score ≥1.3) 424 
[Huang et al., 2008]. One was the response to stress (enrichment score = 1.42), the other 425 
concerned WD40 proteins (enrichment score = 1.68). Among these WD40 proteins, Dmxl2 was 426 
found, together with Coro2b, Fbxw8 and Chaf1b. RT-qPCR analyzes confirmed the significant 427 
increase of Coro2b in female but also in male KO gonads (Fig. 5D), while Chaf1b was not found 428 
deregulated (data not shown) and Fbxw8 harbored a slight but significant increase in KO ovaries 429 
(when it was found down-regulated in micro array data) (Fig. 5D).Then, the deregulated genes 430 
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observed in KO ovaries and in KO testes were subjected to GO classification (Table 3). The genes 431 
were classified in the ontological categories: Biological Process (BP), Cellular Component (CC), 432 
and Molecular Function (MF). It is noteworthy that a gene could be represented in several 433 
categories. The top BP categories among the 51 deregulated genes in KO ovaries included 434 
regulation of transcription, cellular response to stress, cell cycle process and regulation of 435 
apoptosis as well as transmembrane transport (Table 3, left panel). The CC principally concerned 436 
organelles and cytoskeleton part. For the 12 deregulated genes in KO testes, no BP category was 437 
highlighted, probably in regard with the poor number of deregulated genes. However, the same CC 438 
categories as those observed for KO ovaries were concerned (Table 3, right panel).  439 
In conclusion, Dmxl2 loss-of-function at P0 induced more molecular defects in the female than in 440 
the male gonad, even if the morphology of KO ovaries was not affected at this stage. In Dmxl2 KO 441 
ovaries the ability to face a stress, or more generally, to integrate environmental signals seemed to 442 
be affected. These deregulations observed at P0 suggested that DMXL2 absence might impact the 443 
ovarian development at later stages.  444 
 445 
Allografts of KO ovaries reveal Dmxl2 importance for postnatal 446 
ovarian development. 447 
To observe any role of DMXL2 in folliculogenesis, we had to access later stages than P0; a few 448 
days would be sufficient to reach different stages of follicle development. Ovaries were dissected 449 
at P0 and they were whole-grafted in the back-muscle of recipient immunodeficient mice for 12 450 
days. Control grafts (HTZ and WT ovaries) presented different stages of follicular development, 451 
although they harbored a smaller size than in vivo P12 ovaries, suggesting a delayed ovarian 452 
development (Fig. 6A). Accordingly, antral follicles were observed in P12 ovaries, whereas only 453 
pre-antral stage was reached in control grafts. This delay should be attributed to the time needed 454 
for the establishment of a vasculature between the graft and the recipient organism.  455 
In KO grafts the phenotype observed was variable, ranging from no follicles to some follicles 456 
detected from primordial to primary stage. Nevertheless immunodetection of germ cell marker 457 
(VASA) failed to detect any clear specific staining, even if some germ cells remained observed by 458 
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histology (Fig. 6B). The marker of granulosa cells FOXL2 was barely detected in KO ovarian-459 
grafts. In some cases, where follicles were observed, a faint expression of FOXL2 have been 460 
noticed in follicular cells, but the staining intensity had nothing in common with those observed in 461 
control grafts or P12 ovaries (Fig. 6C). Thus, in absence of Dmxl2, follicle formation occurred, but 462 
seemed to be followed by degeneration. Taking together, our data suggest that DMXL2 plays a 463 
role in folliculogenesis in mice, promoting the survival of the ovarian follicles.   464 
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Discussion 465 
In this study, we analyzed the phenotype of Dmxl2 null-mice (Dmxl2 tm1a/tm1a or Dmxl2 KO) in order 466 
to evaluate its role during mammalian ovarian development. Moreover, as DMXL2 has been 467 
described as a regulator of the Notch signaling pathway in drosophila [Yan et al., 2009] and in 468 
mammalian cell lines [Sethi et al., 2010 ; Faronato et al., 2015], we addressed whether this 469 
regulation also exists and plays a part during ovarian development in mice. We found that Dmxl2 470 
total invalidation was lethal shortly after birth, between a couple and around ten hours after 471 
parturition. KO pups were born in mendelian proportions and presented normal growth and skin 472 
color when compared to control littermates. However, they showed poor motile activity and empty 473 
stomach. This phenotype was independent of the genetic background, as the same timing of death 474 
was observed in the original C57Bl/6N strain or after purification in the FVB/NRj one. In addition, 475 
total absence of DMXL2 protein was observed in KO mice (Dmxl2 tm1a/tm1a) showing that the 476 
targeted gene-trapping vector strategy used (Dmxl2 tm1a) was not responsible for the production of 477 
a hypomorphic allele as it was previously suspected [Tata et al., 2014]. In heterozygous male and 478 
female mice, no phenotype was observed as they were both healthy and fully fertile until advanced 479 
age (up to 1 year). 480 
 481 
From anosmia to lethality 482 
Taking advantage of the lacZ reporter gene added in the targeting construction, we could observe 483 
a strong expression of Dmxl2 in the olfactory mucosa, as soon as E14.5. We hypothesized 484 
olfactory dysfunctions as feeding troubles were observed in KO newborns. Indeed, suckling is an 485 
olfactory-driven behavior [Blass and Teicher, 1980]. We demonstrated that Dmxl2 KO pups 486 
presented anosmia. Despite normal odorant detection, the odorant information transmission from 487 
the olfactory mucosa to the olfactory bulbs was impaired in KO mice compared to heterozygous. In 488 
humans, a homozygous 15-nucleotide deletion in DMXL2 gene was reported in two male patients 489 
suffering of different neurologic and metabolic troubles [Tata et al., 2014]. This mutation induces a 490 
decrease in DMXL2 mRNA expression, which was not fully abolished. As a result, these two 491 
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patients had normal sense of smell, showing that the remaining DMXL2 protein was sufficient for 492 
normal odorants information transmission.  493 
When anosmia occurs in newborn mice, this may lead to death, but generally within 24 to 48 hours 494 
depending on the milk content in their stomach [Brunet et al., 1996; Contos et al., 2000]. At the 495 
earliest, non-fed newborn pups die within 12 to 24 hours [DeChiara et al., 1995]. As Dmxl2 KO 496 
pups died within few hours after birth (at least before 12 hours of life) and because of their 497 
apparent weakness, it is unlikely that the feeding defect is the only cause of lethality. Moreover we 498 
and others showed that DMXL2 is widely expressed in the brain [Nagano et al., 2002; Kawabe et 499 
al., 2003; Tata et al., 2014]. Thus, it is possible that the lethality observed is the consequence of a 500 
general alteration of the synaptic transmission, impacting the control of many tissues of the animal. 501 
Moreover, regarding the time lapse by which KO newborns died, the lethality could be the 502 
consequence of homeostasis defaults [Turgeon and Meloche, 2009]. Indeed, during pregnancy, 503 
homeostasis of the fetus is dependent on the nutrient supplied by the mother. After parturition, an 504 
important source of energy comes from autophagy, a process by which cells survive starvation 505 
conditions by recycling either their proteins or cellular components [Mizushima and Levine, 2010]. 506 
Null-mice for autoghagy-related genes die within 12 hours of birth [Kuma et al., 2004 ; Song et al., 507 
2015]. Thus, it is possible that DMXL2 is involved in complex neurologic and metabolic processes 508 
necessary for neonatal survival. 509 
 510 
From olfaction to fertility. 511 
Recently a direct link between DMXL2 and fertility has been established in mammals [Tata et al., 512 
2014]. This gene was showed to be expressed in the hypothalamus, in gonadotropin-releasing 513 
hormone (GnRH) neurons. Noteworthy, GnRH neurons appear in the olfactory placode during fetal 514 
life and migrate to the brain [Yamamoto et al., 1996]. The strong Dmxl2 expression we detected in 515 
the olfactory mucosa since early stages of development, is thus in accordance with these 516 
observations. DMXL2 was found also in the pituitary, in cells expressing luteinizing hormone (LH) 517 
and follicle-stimulating hormone (FSH). DMXL2 seemed to be involved in controlling gonadotropin 518 
release and thus in regulating spermatogenesis and folliculogenesis after puberty [Tata et al., 519 
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2014]. In addition to its expression in the hypothalamic-pituitary axis, we showed in the present 520 
study that DMXL2 was expressed in male and female gonads in the mouse, both in germ cells and 521 
supporting cells (Sertoli cells in the testis and granulosa cells in the ovary). Dmxl2 had dynamic 522 
expression in both ovaries and testes during mouse gonadal development, suggesting its 523 
implication in the processes of folliculogenesis and spermatogenesis respectively. As the 524 
invalidation of Dmxl2 is lethal at P0, investigations were limited. Nevertheless, transplant 525 
experiments of KO ovaries allowed us to show folliculogenesis defects, as the female gonad 526 
harbored no follicle to few primordial/primary follicles in absence of Dmxl2 expression. As 527 
primordial follicle formation was observed at P0 in KO ovaries, initial follicle formation did not seem 528 
to be impacted. It is rather the maintenance of the follicle stock and the maturation of the primordial 529 
follicle that appeared to be deficient. Analyses of gene deregulation at P0 in KO ovaries, pointed 530 
two gene clusters. The first one concerned WD40 proteins that may compensate the lack of 531 
DMXL2, and explain that no phenotype was observed at birth. The other was reliable to the 532 
response to stress, which revealed that even if no morphological defect was observed, KO ovaries 533 
at P0 start to encounter and to manage a stressful situation. These may signal the beginnings of 534 
more deleterious events few days later.  535 
 536 
DMXL2 and the Notch signaling pathway in the ovary 537 
Different studies pinpointed DMXL2 as an activator of the Notch signaling pathway in different 538 
models including mammalian cell lines [Yan et al., 2009; Sethi et al., 2010; Faronato et al., 2015]. 539 
In mice, the Notch signaling was showed to play an important part in the process of 540 
folliculogenesis, notably promoting the formation of primordial follicles [Trombly et al., 2009; Zhang 541 
et al., 2011; Xu and Gridley 2013; Vanorny et al., 2014]. In our quest to identify a putative link 542 
between DMXL2 and the Notch signaling in the ovary, we found that Dmxl2 and Hes1, one of the 543 
Notch effector genes, had similar expression profiles during ovarian development, suggesting that 544 
DMXL2 could be truly involved in the activation of the Notch pathway around birth (S4 Fig.). We 545 
were then expected that some Notch effector genes may be affected by Dmxl2 loss of function in 546 
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the female gonad. However, microarray results showed no alteration in the expression of these 547 
genes in KO gonads, revealing that the Notch signaling was not disrupted at this stage. 548 
Despite the small number of deregulated genes, four of them were common to both sexes. In 549 
particular, Aph1b was found up-regulated in both KO ovaries and testes. APH1B is part of the γ-550 
secretase enzymatic complex and is necessary for the stabilization of the assembly of its different 551 
subunits [Marlow et al., 2003; Serneels et al., 2005; Tolia and DeStrooper, 2009]. The γ-secretase 552 
enzyme is crucial for the activation of the Notch signaling pathway. Its activity is mainly controlled 553 
by the V-ATPase proton pump and this pump activity has been shown to be regulated by DMXL2 554 
[Seol et al. 2001 ; Smardon and Kane 2007; Yan et al., 2009; Sethi et al., 2010; Li et al., 2012; 555 
Einhorn et al., 2012]. Thus in absence of DMXL2, one could expect a decrease in proton pump 556 
activity and thus a decrease in the activation of the enzymatic complex. Nevertheless, an 557 
augmentation of the APH1B subunit was observed, possibly increasing the γ-secretase complex 558 
stabilization which may compensate its efficiency failures. Thus, DMXL2 effects on the Notch 559 
pathway may be masked at this stage, by the up-regulation of Aph1b. 560 
 561 
Of Mice and Goats 562 
DMXL2 was initially identified as a female-associated gene in the differentiating goat gonad. 563 
Interestingly, comparison between goat and mouse species revealed different expression profile 564 
for DMXL2 in both female and male gonads. In the goat testis, the same levels of DMXL2 were 565 
observed from fetal life to adulthood, suggesting ubiquitous expression in the different cell types of 566 
the male gonad and that DMXL2 may play general function like housekeeping proteins. In the 567 
mouse testis, an increase of Dmxl2 expression was observed after puberty, when important 568 
number of germ cells was observed. In this species, DMXL2 was clearly observed in Sertoli cells 569 
and germ cells specifically. DMXL2 functions in the homeostasis of these two cell types in mice 570 
remain to be discovered. In the goat, DMXL2 remained preferentially expressed in the female 571 
gonad until 130 dpc. As in mice DMXL2 was found to be higher in the ovary during the process of 572 
follicle formation, but contrary to the mouse, high levels of DMXL2 were also observed in the goat 573 
ovary at earliest stages of differentiation. In particular, a strong expression of DMXL2 was detected 574 
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before meiosis onset, during the early stages of ovarian morphogenesis. It is not the first time that 575 
discrepancy in gene expression is described between goats and mice for this peculiar period 576 
[Pannetier et al.; 2006]. In the goat species, or more generally in ruminants, female gonads 577 
encounter important morphogenetic processes like proliferation and migration of somatic cells and 578 
germ cells during many days before the beginning of meiosis [Pannetier et al.; 2006; Hummitzsch 579 
et al., 2013 and S1. Fig.]. Two main compartments are progressively established: one containing 580 
mainly ovogonia forming the ovarian cortex; the other containing somatic cells, including 581 
steroidogenic cells and vascular cells, forming the ovarian medulla [Pannetier et al.; 2006]. Exact 582 
function of DMXL2 during these first steps of ovarian differentiation in ruminants will be difficult to 583 
apprehend. By contrast, its role during folliculogenesis process may be conserved between goats 584 
and mice. The folliculogenesis disruption observed in transplant Dmxl2 KO mouse ovaries will be 585 
extensively studied thanks to Dmxl2 conditional knock-out in germ cells, in supporting cells, or in 586 
both cell types. These experiments are currently ongoing and will permit to characterize DMXL2 587 
specific role in these different cells in the female gonad. In addition, as a scaffold protein, DMXL2 588 
is capable of recruiting partners as it has been described in the brain [Nagano et al., 2002; Li et al., 589 
2012]. DMXL2’s partners in gonads are not known and will be of interest to identify new factors 590 
involved in mammalian fertility.  591 
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Tables 754 
Table 1: List of deregulated genes in Dmxl2 KO ovaries at birth (Adjusted pValue <0.1).  755 
Table 2: List of deregulated genes in Dmxl2 KO testes at birth (Adjusted pValue < 0.1).  756 
Table 3: Gene ontology categories for deregulated transcripts in newborn Dmxl2 KO 757 
gonads (Adjusted pValue <0.1). 758 
 759 
Figure Legends 760 
Fig. 1: Generation of Dmxl2 invalidated mice. (A) Genetic construct. Dmxl2 is located on 761 
chromosome 15 in mice, encodes 9 isoforms of which 4 are described as protein-coding one 762 
according to Ensembl (ENSMUSG00000041268). The longer form is represented here; it presents 763 
44 exons comprising 13 WD40-domains according to SMART (exons encoding WD40-domains are 764 
represented in grey). Heterozygous mice (Dmxl2wt/tm1a) were obtained from the International Mouse 765 
Phenotype Consortium (http://www.mousephenotype.org/). The mutation corresponded to the 766 
knock-in of the targeting vector between Dmxl2 exons 6 and 10. The targeting vector comprised a 767 
splice acceptor site and an IRES in Dmxl2 intron 6 upstream of the LacZ reporter gene, and a poly-768 
adenylation signal downstream of LacZ. As a consequence, truncated Dmxl2 transcripts should be 769 
produced after exon 6, and β-galactosidase should be expressed under the control of the 770 
endogenous Dmxl2 promoter. FRT: Flippase Recognition Target; En2 SA: splice acceptor of 771 
mouse Engrailed2 exon2; IRES: Internal Ribosome Entry Site; LacZ: β-galactosidase encoding 772 
gene; pA: poly-adenylation signal; loxP: Cre recombinase targeted sequence; hBactP: Human β-773 
actin promotor; Neo: Neomycin resistance gene. (B) PCR genotyping gave the following amplicon 774 
size on mouse DNA: on wild-type, 211 bp; heterozygous, 211 and 189 bp; and knocked-out, 189 775 
bp. The two amplicons are differentiated by different symbols as they have nearly similar size on 776 
the gel (¤ and * for 211 bp and 189 bp respectively). (C) A potential remaining expression of the 777 
Dmxl2 wild-type sequence in knocked-out (KO) tissues was assessed by PCR. “a” and “b” primers 778 
used for this purpose are represented by blue arrows on the genetic construct diagram. No 779 
amplification was obtained with KO brain cDNA. (D) By western blotting, none of the 4 protein 780 
isoformes described (341, 338, 249 and 146 kDa) were detected, thus confirming the efficiency of 781 
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Dmxl2 invalidation in KO animals and the antibody specificity. (E) Gross morphology of newborn 782 
knocked-out and heterozygous mice, noticed the empty stomach of KO animals. 783 
 784 
Fig. 2: Dmxl2/DMXL2 expression at different developmental stages, by whole-mount X-gal 785 
staining or Western blotting. (A) X-gal staining of Dmxl2 HTZ versus WT embryos at E14.5. The 786 
staining revealed that Dmxl2 expression was narrowed to olfactory mucosa at this stage. (B) X-gal 787 
staining of Dmxl2 HTZ versus WT heads, hearts, lungs and gonads at birth. A specific staining was 788 
detected in olfactory mucosa, hearts, ovaries and testes. (C) Western Blot analyses of DMXL2 789 
expression in various adult tissues. DMXL2 was strongly detected in the brain (B; 341 and/or 338 790 
kD, 249 kD isoforms), also in adrenal glands (A) and testes (T), and more thinly in epididymis (E), 791 
seminal vesicles (SV), ovaries (O), uterus horns (U) and mammary glands (MG) for the 341 and /or 792 
338 kD isoform. By contrast, DMXL2 was not detected in adult skeletal muscles (M), heart (H), 793 
lungs (Lu), liver (L), spleen (S), and kidneys (K). 794 
 795 
Fig. 3: Alteration of synaptic transmission but not odorant detection in the olfactory system 796 
of Dmxl2 knocked-out newborn mice. (A) EOG peak amplitudes in response to various odorants 797 
were recorded at P0 in HTZ (black dots) and KO (red dots) newborn pups. No significant 798 
differences were found, showing that the olfactory mucosa in Dmxl2 KO newborn was capable of 799 
odorant detection (Student’s t-test). (B) Cumulative traces of HTZ (black) and KO (red) EOG 800 
responses to hexanal diluted to 1:10 in mineral oil. (C) Immunodetection of c-Fos in HTZ and KO 801 
olfactory bulbs after odorant stimulation. C-Fos-positive neurons (white arrow heads) were more 802 
abundant in HTZ than in KO olfactory bulbs (gl: glomerular cell layer; mi: mitral cell layer). Scale 803 
bars: 100 µm. (D) Quantification of c-Fos activation in the olfactory bulb. Specific c-Fos signal was 804 
defined regarding the shape and size of the staining. Proportional areas of stained nuclei in mitral 805 
and glomerular cell layers were averaged per animal and genotype. Means ± SE were plotted. 806 
Statistical analyses were performed using a Student’s t-test (P<0.05), and significant differences 807 
were represented by a star. 808 
  809 
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Fig. 4: Characterization of Dmxl2/DMXL2 expression during ovarian and testicular 810 
development. (A) The mRNA expression of Dmxl2 during ovarian (white bars) and testicular 811 
(black bars) development was assessed using RT-qPCR. Values were expressed as a fraction of 812 
the maximum mean value observed (the latter being set at 1). Means ± SD were plotted. Planned 813 
comparisons were made on the predicted means with “sex” and “stage” as treatment factors (two-814 
way ANOVA approach, followed by a Fisher’s LSD-test). For each stage, significant differences 815 
between the two sexes are showed by stars (* pValue ≤ 0.05; ** pValue ≤ 0.01; *** pValue < 816 
0.001). (B) Specificity of the anti-DMXL2 antibody. At P0, DMXL2 was detected in the cytoplasm of 817 
germ cells and somatic cells in WT ovaries. No staining was observed in Dmxl2 KO gonads. (C) 818 
Localization of DMXL2 protein in P5 and P28 gonads. Double immunodetection of DMXL2 819 
(cytoplasmic green staining) and Laminin (basal lamina, red) or DMXL2 and VASA (cytoplasmic, 820 
red) were performed. In P5 ovaries, DMXL2 was strongly detected in the oocytes of primordial to 821 
secondary follicles, and in the granulosa cells encapsulated in the primary to secondary follicles. In 822 
P28 ovaries, DMXL2 was still strong in the oocytes of primordial and primary follicles, but 823 
decreased at later stages where it remained detectable as dots (arrow heads) in the cytoplasm. Its 824 
expression also slightly decreased in the cytoplasm of granulosa cells. In P5 testes, DMXL2 was 825 
detected in the seminiferous cords: in the germ cells and the Sertoli cells. At P28, its expression 826 
was strong in germ cells that highly proliferate and hardly detectable in Sertoli cells (arrows) 827 
because of their under-representation. Scale bars: 100 µm. 828 
 829 
Fig. 5: Microarray results showed few deregulated genes in Dmxl2 knocked-out gonads 830 
compared to wild-type at birth (Adjusted pValue <0.1). (A) Venn diagram showing the number 831 
of deregulated genes in KO versus WT ovaries or testes. The study was performed using biological 832 
triplicates of pools of newborn KO and WT ovaries and testes. 51 genes were deregulated in KO 833 
ovaries compared to WT, and 12 were deregulated in KO testes compared to WT. 4 genes were 834 
found deregulated in both KO ovaries and testes: Aph1b, Fez1, Kif23 and Srpr (Adjusted pValue 835 
<0.10). (B) Expression levels of Dmxl2 in WT and KO gonads. Dmxl2 is significantly decreased in 836 
KO female and male gonads (pValue <0.001). (C) RT-qPCR validations of microarray results for 837 
Aph1b, Fez1, Kif23 and Srpr. The microarray results were confirmed for Aph1b (pValue <0.001) 838 
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and Fez1 (pValue <0.01); both genes were up-regulated in newborn KO gonads. By contrast, Kif23 839 
and Srpr expression levels in KO gonads were not significantly different from that of WT ones (two-840 
way ANOVA and Fisher’s LSD-test, pValue ≤0.05). (D) RT-qPCR validations of microarray results 841 
for Coro2b and Fbxw8. Coro2b was found significantly higher in female, but also in male KO 842 
gonads compare to WT. Fbxw8 was significantly up-regulated in KO ovaries, while micro array 843 
data pointed a down-regulation. Different letters referred to significant differences between 844 
conditions.  845 
 846 
Fig. 6: Allograft of P0 Dmxl2 KO ovaries revealed folliculogenesis disruption 12 days later. 847 
(A) Histological appearance of 12 days-ovarian grafts in comparison with in vivo control (P12). 848 
Although smaller than in vivo ovaries, HTZ ovarian-grafts showed multiple figures of 849 
folliculogenesis, ranging from primordial to pre-antral follicles. On the contrary, only few follicles 850 
(black arrows) or no follicles were detected in Dmxl2 KO grafts. (B) Immuno-detection of VASA 851 
protein (cytoplasmic, green). VASA was not detected in KO ovarian grafts, even in the remaining 852 
follicles. (C) Immuno-detection of FOXL2 protein (nuclear, green). FOXL2 was barely detected in 853 
KO ovarian grafts. Some remaining follicles showed a faint FOXL2 staining (white arrows). Scale 854 
bars: 200 and 500 µm. 855 
 856 
Supplemental data legends 857 
S1 Table: Ovarian-expressed genes in early stages of goat gonadal differentiation.  858 
In a previous study [Elzaiat et al., 2014], we have performed RNA-sequencing analyses in the goat 859 
species starting from 36 days post coitum (dpc) female, male and intersex gonads, when gonads 860 
differentiation begins in goats (equivalent to E12.5 in mice). RNA-sequencing reads generated 861 
have been mapped on a goat contig library where related genes were identified by homology with 862 
other annotated species. Only data concerning female and male gonads have been re-examined 863 
for the present study. Looking for female associated genes expressed in the differentiating goat 864 
ovary, we chose 10 reads per gene/contig as a minimum threshold of expression in ovarian 865 
samples. Then only genes/contigs presenting a fold change > 5 between ovarian and testicular 866 
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samples were retained. In these conditions, 66 genes/contigs preferentially expressed in 867 
differentiating ovaries were observed. Contigs were identified by comparing their sequence with 868 
the bovine annotated genome (Ensembl blast) and clustered when they presented the same 869 
annotation. At the end, 44 genes were identified to be preferentially expressed in the goat 870 
differentiating ovary. They were listed according to their fold change from the highest to the lowest. 871 
DMXL2 gene which is the subject of the present study, was found to be preferentially expressed in 872 
the goat ovary harboring a fold change of 6 (F/M=6). F, Female ; M, Male. 873 
 874 
S2 Table: List of primers. 875 
 876 
S3 Table: List of antibodies and their condition of use. 877 
 878 
S4 Table: Glucose concentrations in blood samples of E18.5 mice. Means ± S.E.  879 
Statistical analyses were performed using an ANOVA approach followed by a Fisher’s LSD-test 880 
(***pValue≤0.001). 881 
 882 
S5 Table: List of deregulated genes in Dmxl2 KO ovaries at birth (Adjusted pValue <0.1). 51 883 
genes were found deregulated in KO ovaries compared to WT (organized according to their fold 884 
change). 28 were down-regulated, whereas 23 were up-regulated. a Two up-regulated genes were 885 
represented by several probes (B3gat1 and Tpm1). 886 
  887 
S6 Table: List of deregulated genes in Dmxl2 KO testes at birth (Adjusted pValue <0.1). 12 888 
genes were found deregulated in KO testes in comparison with WT (organized according to their 889 
fold change). Three were down-regulated whereas 9 were up-regulated in KO testes. 890 
 891 
S1 Fig.: Expression of DMXL2 during gonadal development in goats  892 
(A) DMXL2 expression during gonadal development was assessed in goats by RT-qPCR. Each 893 
stage of development was represented by 2 to 3 different samples. Reverse transcription was 894 
made on 2µg of total RNA, and qPCR performed as described in material and method part.  895 
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Values obtained for DMXL2 (Forward primer : 5’-ACGACTTTGGCATTTCCTTGTT-3’ ; Reverse 896 
primer : 5’-TCCCCATAATACCTCACTCTGCTT-3’) were normalized against three reference genes 897 
(ACTB, YWHAZ and H2AFZ) as previously described [Elzaiat et al.2014] and expressed as a 898 
fraction of the maximum mean value observed (the latter being set at 1). Means ± S.D. were 899 
plotted. Planned comparisons were made on the predicted means with “sex” and “stage” as 900 
treatment factors (two-way ANOVA approach, followed by a Fisher’s LSD-test). For each stage, 901 
significant differences between the two sexes are showed by stars (** pValue ≤ 0.01, *** pValue < 902 
0.001) (B) Chronology of ovarian development in the goat species. In goats gestation is about 150 903 
days and puberty start around 3 month post partum (3 mpp). During fetal life, sex determination of 904 
the gonad starts around 36 days post coitum (dpc). In the female gonad, germ cell meiosis onset 905 
and first follicle formation are observed from 55 dpc and 75 dpc respectively. 906 
RT-qPCR data showed that DMXL2 was always found preferentially expressed in the female 907 
gonad. A maximum of expression was reached at 45 dpc, a few days before the onset of meiosis. 908 
At this stage in the goat ovary, the female gonad is actively organizing with germ cells located to 909 
the cortical part and medullar somatic cells producing estrogens.  910 
 911 
S2 Fig.: Histological appearance of Dmxl2 KO gonads at birth. Hematoxylin and eosine 912 
staining revealed no obvious difference between Dmxl2 KO and control gonads at birth, in terms of 913 
size and organization. Ovaries showed germ cell nests at the cortex. Testes showed seminiferous 914 
cords. Scale bars: 50 µm. 915 
 916 
S3 Fig.: Morphological appearance of Dmxl2 KO ovaries at birth. Immunofluorescence studies 917 
have been performed using a germ cell marker (VASA, cytoplasmic staining) and a pre-granulosa 918 
cell marker (FOXL2, nuclear staining). No differences have been noticed; in both KO and WT 919 
ovaries, primordial follicles in formation were observed at P0 (see higher magnification boxed). 920 
Scale bar: 200 µm. 921 
 922 
S4 Fig.: Expression of Hes1 during gonadal development in mice. The mRNA expression of 923 
Hes1 during ovarian (white bars) and testicular (black bars) development was assessed using RT-924 
38 
 
qPCR (Forward primer: 5’-CGGCTTCAGCGAGTGCAT-3’; Reverse primer: 5’-925 
AGTGCGCACCTCGGTGTTA-3’). Values were expressed as a fraction of the maximum mean 926 
value observed (the latter being set at 1). Means ± SD were plotted. Planned comparisons were 927 
made on the predicted means with “sex” and “stage” as treatment factors (two-way ANOVA 928 
approach, followed by a Fisher’s LSD-test). For each stage, significant differences between the two 929 
sexes are showed by stars (*** pValue < 0.001). 930 
Table 1: List of deregulated genes in Dmxl2 KO ovaries at birth (Adjusted pValue <0.1).  
 
Gene name
a Mus musculus gene ID Probe name Fold change Adj. pValue  
Down-regulated in KO ovaries compared to WT  
Angptl4 ENSMUSG00000002289 ILMN_2759365 0.302 0.036 
Akr1c12/13 ENSMUSG00000021211 ILMN_1254015 0.506 0.046 
Leng9 ENSMUSG00000043432 ILMN_2757682 0.524 0.042 
Trpc7 ENSMUSG00000021541 ILMN_1242557 0.537 0.002 
Sqle ENSMUSG00000022351 ILMN_2600348 0.564 0.042 
Tmed1 ENSMUSG00000032180 ILMN_1214974 0.610 0.071 
Ntn3 ENSMUSG00000079662 ILMN_2615312 0.658 0.029 
Cftr ENSMUSG00000041301 ILMN_1259577 0.659 0.029 
Prmt6 ENSMUSG00000049300 ILMN_3007271 0.678 0.057 
Nfe2l2 ENSMUSG00000015839 ILMN_1224128 0.686 0.099 
Fam117a ENSMUSG00000038893 ILMN_1224162 0.690 0.094 
Vat1l ENSMUSG00000046844 ILMN_1226356 0.709 0.042 
Fbxw8 ENSMUSG00000032867 ILMN_1251236 0.710 0.029 
Fadd ENSMUSG00000031077 ILMN_1223126 0.724 0.071 
Chaf1b ENSMUSG00000022945 ILMN_2664686 0.733 0.071 
0610007P14Rik ENSMUSG00000021252 ILMN_2771349 0.735 0.043 
Slc25a5 ENSMUSG00000016319 ILMN_2660099 0.738 0.071 
Dmxl2 ENSMUSG00000041268 ILMN_2467185 0.740 0.036 
Aqp5 ENSMUSG00000044217 ILMN_3115472 0.746 0.044 
Pramef8 ENSMUSG00000046862 ILMN_1212648 0.750 0.099 
Hnrnph1 ENSMUSG00000007850 ILMN_2688923 0.752 0.051 
E2f6 ENSMUSG00000057469 ILMN_2723931 0.753 0.056 
Mtch1 ENSMUSG00000024012 ILMN_1239041 0.757 0.099 
Srm ENSMUSG00000006442 ILMN_1225880 0.763 0.073 
Rbbp9 ENSMUSG00000027428 ILMN_1222004 0.767 0.029 
Syt16 ENSMUSG00000044912 ILMN_1246983 0.780 0.036 
Timeless ENSMUSG00000039994 ILMN_3097131 0.786 0.099 
Mus81 ENSMUSG00000024906 ILMN_2651462 0.836 0.099 
Up-regulated in KO ovaries compared to WT  
Vwa8 ENSMUSG00000058997 ILMN_1226962 1.224 0.057 
Zfp612 ENSMUSG00000044676 ILMN_2491719 1.226 0.094 
B3gat1 ENSMUSG00000045994 ILMN_2853122 1.333 0.034 
Fez1 ENSMUSG00000032118 ILMN_1213056 1.338 0.099 
Tfdp2 ENSMUSG00000032411 ILMN_2488405 1.381 0.043 
Dcp1a ENSMUSG00000021962 ILMN_2783429 1.390 0.071 
Tsc1 ENSMUSG00000026812 ILMN_2465589 1.403 0.090 
Hdc  ENSMUSG00000027360 ILMN_1256122 1.426 0.043 
Elf4 ENSMUSG00000031103 ILMN_1232925 1.431 0.088 
Coro2b ENSMUSG00000041729 ILMN_2902228 1.465 0.036 
Morn5 ENSMUSG00000026894 ILMN_1253329 1.466 0.036 
Vat1 ENSMUSG00000034993 ILMN_2440530 1.471 0.045 
B3gat1 ENSMUSG00000045994 ILMN_2708717 1.498 0.036 
Hdac4 ENSMUSG00000026313 ILMN_1219682 1.503 0.010 
Tpm1 ENSMUSG00000032366 ILMN_3007072 1.504 0.036 
Smc1b ENSMUSG00000022432 ILMN_2603908 1.662 0.088 
Spg21 ENSMUSG00000032388 ILMN_2705673 1.677 0.082 
Aph1b ENSMUSG00000032375 ILMN_2588682 2.100 0.036 
Hbb-bs/bt ENSMUSG00000052305 ILMN_1239117 2.147 0.043 
Srpr ENSMUSG00000032042 ILMN_2747480 2.166 0.036 
Adpgk ENSMUSG00000025236 ILMN_2633148 2.171 0.099 
Tpm1 ENSMUSG00000032366 ILMN_2518346 2.193 0.088 
Pdcd7 ENSMUSG00000041837 ILMN_1240075 2.404 0.099 
Kif23 ENSMUSG00000032254 ILMN_1220121 2.707 0.099 
C920006O11Rik ENSMUSG00000097574 ILMN_1213875 3.612 0.042 
 
Table 2: List of deregulated genes in Dmxl2 KO testes at birth (Adjusted pValue < 0.1).  
 
Gene name Mus musculus gene ID Probe name Fold change Adj. pValue  
Down-regulated in KO testes compared to WT  
Car12 ENSMUSG00000032373 ILMN_2891583 0.722 0.079 
Cdc6 ENSMUSG00000017499 ILMN_2597255 0.737 0.062 
2210015D19Rik ENSMUSG00000083844 ILMN_1259535 0.789 0.058 
Up-regulated in KO testes compared to WT  
Tspan15 ENSMUSG00000037031 ILMN_2422360 1.403 0.042 
Bmf ENSMUSG00000040093 ILMN_2497190 1.405 0.058 
Tipin ENSMUSG00000032397 ILMN_1234909 1.452 0.084 
Fez1 ENSMUSG00000032118 ILMN_1213056 1.539 0.042 
Nnmt ENSMUSG00000032271 ILMN_2544305 1.624 0.042 
Srpr ENSMUSG00000032042 ILMN_2747480 2.109 0.058 
Aph1b ENSMUSG00000032375 ILMN_2588682 2.218 0.042 
Pif1 ENSMUSG00000041064 ILMN_2714678 2.947 0.042 
Kif23 ENSMUSG00000032254 ILMN_1220121 4.496 0.042 
 
Table 3: Gene ontology categories for deregulated genes in newborn Dmxl2 KO 
gonads (p-Value < 0.1).  
 
Deregulated genes in KO ovaries                     
(n=51)  
per category 
(%) 
Deregulated genes in KO testes                   
(n=12) 
per category 
(%) 
Biological process 
 
          
Regulation of transcription 
 
24   
  
  
Cellular response to stress 12   
  
  
Cell cycle process 
 
10   
  
  
Regulation of apoptosis 
 
8 
    Transmembrane transport 
 
8   
  
  
Cellular component 
 
  Cellular component 
 
  
Membrane-enclosed lumen 14 Membrane-enclosed lumen  42 
Cytoskeleton part  10
 Cytoskeleton part  33
 
Cytoplasmic vesicle  6
   
  
  
Molecular Function 
 
  Molecular Function 
 
  
Ion binding  20       
Nucleotide binding  14 Nucleotide binding  33
 
Transcription regulator activity 12       
Channel activity  6       
Cytoskeletal protein binding 6         
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S1 Table : Ovarian-expressed genes in early stages of goat gonadal differentiation.  
Gene symbol Gene Name Fold F/M 
CYP19A1 Cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1  inf 
FOXL2 Forkhead box L2  inf 
NEFH Neurofilament, heavy polypeptide 182.6 
FMO1 Flavin containing monooxygenase 1 28.6 
WNT6 Wingless-type MMTV integration site family, member 6  22.4 
RSPO2 R-spondin 2  19.4 
STXBP5L Syntaxin binding protein 5-like  16.8 
STMN2 Stathmin-like 2  16.7 
XIST X inactive specific transcript 16.2 
DAZL Deleted in azoospermia-like 14.5 
CAMK1D Calcium/calmodulin-dependent protein kinase ID 13.0 
CHRNA7 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 7  12.4 
SHISA3 Shisa homolog 3 12.3 
MYH11 Myosin-11 12.1 
EXOC6B Exocyst complex component 6B 11.9 
FMO2 Flavin containing monooxygenase 2  11.7 
C11orf87 chromosome 11 open reading frame 87  10.9 
RGS2 Regulator of G-protein signaling 2 10.8 
KRT27 Keratin 27  10.5 
PPFIA2 PTPRF, interacting protein (liprin), alpha 2  10.3 
IRF4 Interferon regulatory factor 4 9.9 
KCNH1 Potassium voltage-gated channel subfamily H member 1 9.4 
SLC28A3 Solute carrier family 28 , member 3  8.7 
PHLDA1 Pleckstrin homology-like domain, family A, member 1  8.4 
TRPS1 Trichorhinophalangeal syndrome I  7.9 
NRIP1 Nuclear receptor interacting protein 1 7.8 
ABCC4-like ATP-binding cassette, sub-family C, member 4 like 7.5 
NKD1 Naked cuticle homolog 1 7.5 
PTPRU Protein tyrosine phosphatase, receptor type, U  7.4 
AKR1C Aldo-keto reductase family 1, member C 6.9 
UNC5CL Unc-5 homolog C -like  6.7 
CHIC2 Cysteine-rich hydrophobic domain 2  6.5 
AHNAK AHNAK nucleoprotein  6.1 
SCN9A Sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha subunit 6.1 
DMXL2 Dmx-like 2 6.0 
DLG2 Discs, large homolog 2  5.9 
LIMCH1 LIM and calponin homology domains 1  5.6 
KANK4 KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 4 5.5 
GDPD2 Glycerophosphodiester phosphodiesterase domain containing 2  5.4 
SIGLEC5-like Sialic acid binding Ig-like lectin 5 like 5.4 
ESR2 Estrogen receptor 2 (ER beta) 5.3 
AOX1 Aldehyde oxidase 1 5.1 
ASAP3 arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 3   5.0 
FST Follistatin  5.0 
 
S2 Table: List of primers. 
Gene Forward (5' - 3') Reverse (5' - 3') 
Genotyping     
Dmxl2 (WT)  AGCAGTCTCTCCAGCCTCAG (1) AAGGTACCTGCAAGGGTAAAA (2) 
Dmxl2 (tm1a) AGCAGTCTCTCCAGCCTCAG (1) TCGTGGTATCGTTATGCGCC (3) 
PCR     
Dmxl2 TTGCCACTGCTGGAAAGGAT (a) AGCCCGTCTCCTCTTCACTTC (b) 
Gapdh AGCCCATCACCATCTTCCAG TCATGACCACAGTCCATGCCA 
qPCR     
ActB TGGGCATGGGTCAGAAGGAT TGACGATGCCGTGCTCGAT 
Aph1b CTGCTGTCATCCGTTTTTTGG CACTCCGAAGATGAGCAGGTAA 
Chaf1b AAACCTGGCCCCTGATGACT CACCAGCCTTCGAGCTTTG 
Coro2b ACAGTCACCGCCCTTTGG TCTTGCCTGCCCACCCT 
Dmxl2 CATCAACTGAAATATTTATGCACCAA GTGAGCGCTCCTCATCTTCTCT 
Fbxw8 GAAGGTTCCCTATCTTTCGTTTTG CAGAAGCCGTGGCAACAAT 
Fez1 CTGGCCCGCAGAGATGAG GCTCCCTCTGCTTGTTCTGAA 
Kif23 GCCACCCAGCTAGAGATGCA CTCAGGTTTGGGTTCAGTCACA 
Srpr CCTGTGCCTGCTCCCAAA TGGGTACGGGACAACAGGAA 
Ywhaz GGAGCTGAGCTGTCGAATGA  GACCCTCCACGATGACCTA 
 
S3 Table: List of antibodies and their condition of use. 
Primary antibody Reference Source Dilution 
Immunohistology 
   
C-FOS Ab-5 (Calbiochem) Rabbit 1:2 000 
DMXL2 HPA039375 (Sigma) Rabbit 1:200 
FOXL2 Boulanger et al., 2014 Rabbit 1:100 
LAMININE L9393 (Sigma) Rabbit 1:1 000 
VASA ab13840 (Abcam) Rabbit 1:500 
Western Blot 
   ACTIN Le Bourhis et al., 2010 Mouse 1:5 000 
DMXL2 HPA039375 (Sigma) Rabbit 1:200 
GAPDH sc-25778 (SantaCruz) Rabbit 1:1 000 
        
Secondary antibody Reference Conjugate Dilution 
Immunohistology 
   
Anti-rabbit IgG 488 A21441 (Invitrogen) Alexa Fluor 488 1:200 / 1:500 
Anti-rabbit IgG 594 072-09-15-06 (KPL) Dye 594 1:200 
Western Blot 
   Goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2054 (SantaCruz) Peroxidase 1:5 000 
Monkey anti-rabbit IgG-HRP UP-559721 (Interchim) Peroxidase 1:10 000 
Goat anti-mouse IgG-HRP sc-2055 (SantaCruz) Peroxidase 1:5 000 
 
S4 Table: Glucose concentrations in blood samples of E18.5 mice.  
 
Genotype WT HTZ KO 
Glycemia (mg/dL) 37.7 ± 6.2 (n=17) 34.9 ± 4.9 (n=27) 83.1 ± 11.9*** (n=16) 
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Figure 48: Immunodétection de FOXL2, VASA et DMXL2 dans l’ovaire caprin. Dans 
l’ovaire caprin, FOXL2 (panel du haut, vert) marque le noyau des cellules somatiques. Plus tard au 
cours du développement, son expression est retrouvée dans les cellules folliculaires. VASA (panel du 
milieu, en rouge) est détecté dans le cytoplasme des cellules germinales. A 45 jpc, l’immunodétection 
de VASA permet de visualiser les cellules germinales principalement localisées au niveau du cortex à 
ce stade. A 90 jpc, la détection de VASA et de FOXL2 permet de visualiser les follicules se formant au 
niveau de la medulla ovarienne (flèches), tandis que le cortex contient des nids ovigères persistants.  
A 45 jpc, DMXL2 (panel du bas, en vert) est détecté dans le cytoplasme des cellules germinales 
localisées au cortex (flèches) et de la plupart des cellules somatiques. A 90 jpc, DMXL2 n’est détecté 
clairement que dans les cellules de la granulosa des follicules (encadré) et dans celles délimitant les 
nids ovigères persistant au cortex. A 3 mpp, DMXL2 marque les cellules folliculaires. Barre d’échelle : 
200 µm. 
DMXL2 DAPI 
90 jpc 3 mpp 45 jpc 
FOXL2 DAPI 
VASA DAPI 
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Résultats complémentaires et discussion de l’Article 2 
 
 En plus de nous révéler les gènes potentiellement régulés par FOXL2 au cours de la 
morphogenèse ovarienne caprine, les études transcriptomiques réalisées par RNA-sequencing ont 
pu nous apporter une vision globale des gènes qui de façon plus générale, sont exprimés en faveur 
de l’ovaire au début de sa différenciation. Parmi les 44 gènes identifiés (S1 Table de l’article 2), 
nous nous sommes intéressés à DMXL2. Les analyses fonctionnelles étant difficiles à mettre en 
œuvre dans l’espèce caprine, nous avons réalisé l’étude du rôle de DMXL2 dans la fonction 
ovarienne chez la souris.  
Dans cette discussion, je reviendrai sur les travaux amorcés durant ma thèse sur l’étude de 
DMXL2 dans l’ovaire caprin. Je discuterai ensuite les résultats préliminaires obtenus et les données 
publiées récemment qui impliquent DMXL2 comme une cible potentielle de FOXL2 et des 
œstrogènes. Pour finir, je discuterai de l’apport des 44 gènes mis en évidence dans l’ovaire fœtal de 
chèvre pour la compréhension des mécanismes génétiques contrôlant la différenciation ovarienne. 
 
I. Rôle de DMXL2 dans l’ovaire caprin 
 
 A. Expression de DMXL2 dans l’ovaire caprin 
 
 Chez la chèvre contrairement à la souris, DMXL2 est exprimé de manière constante au cours 
du développement testiculaire (S1 Figure et Figure 4 de l’article 2). En revanche, il présente un 
profil d’expression particulier dans l’ovaire au cours de son développement fœtal. Son expression y 
est maximale avant l’entrée en méiose des cellules germinales (55 jpc), elle est ensuite maintenue 
jusqu’à la formation des follicules (75 jpc) puis diminue et est plus faible le reste du 
développement ovarien (S1 Figure de l’article 2).  
 Au début de ma thèse, j’ai amorcé une étude par immunohistochimie de la localisation 
cellulaire de DMXL2 dans l’ovaire de chèvre (Figure 48). A 45 jpc, avant l’entrée en méiose des 
cellules germinales, DMXL2 est détecté dans le cytoplasme des cellules germinales et dans le 
cytoplasme de cellules somatiques pouvant correspondre aux cellules de la pré-granulosa. A 90 jpc, 
alors que la folliculogenèse a débuté depuis plusieurs jours, DMXL2 est clairement détecté dans les 
cellules de la granulosa constituant les follicules au niveau de la medulla, mais aussi dans celles 
délimitant les nids ovigères persistant au cortex. A ce stade, DMXL2 n’est pas détecté de manière 
claire dans l’ovocyte. A 3 mpp enfin, alors que son niveau d’expression détecté par RT-qPCR est au 
plus bas, la protéine est observée dans les cellules de la granulosa des follicules. Ces travaux sont 
préliminaires et donc à répéter pour pouvoir confirmer les résultats. Ils tendent néanmoins à 
montrer que DMXL2 est principalement exprimé par les cellules de la granulosa dans l’ovaire de 
Figure 49: Expression de DMXL2 dans les gonades XX PIS-/-. Les résultats des analyses du 
RNA-sequencing (en noir) montrent une diminution de DMXL2 dans les gonades XX n’exprimant pas 
FOXL2, qui n’est pas significative après analyse différentielle DESeq. En RT-QPCR, cette diminution 
est retrouvée mais n’est toujours pas, cependant, statistiquement significative. L’expression de 
DMXL2 est rapporté à celle de trois gènes de référence (ACTB, YWHAZ et H2AFZ) et est représentée en 
fonction de la valeur la plus élevée fixée à 1. L’analyse statistique a été réalisée avec un test ANOVA 
suivi d’un test LSD de Fischer grâce au logiciel InVivoStat.  
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chèvre. Une expression de DMXL2 dans les cellules germinales est aussi observée avant la période 
de méiose. Après qu’elles soient entrées en méiose, son expression n’est plus clairement détectée 
dans les cellules germinales. 
 
 Ces résultats sont différents de ceux obtenus chez la souris, où DMXL2 est très fortement 
exprimé dans l’ovocyte des follicules jusqu’au stade pré-antral (Figure 4C de l’article 2). Ils 
suggèrent que DMXL2 jouerait un rôle différent dans le développement de la lignée germinale chez 
la souris et la chèvre. Chez la chèvre, ce rôle serait donc restreint au développement pré-méiotique 
de la lignée germinale. 
 
 B. Lien entre FOXL2 et DMXL2 ? 
 
 Nous avons vu précédemment que chez la chèvre, l’expression de DMXL2 est maximale 
dans l’ovaire au cours de la phase précoce de morphogenèse, comme si finalement son rôle 
principal se jouait pendant cette période chez cette espèce. Afin d’évaluer l’existence d’un lien 
potentiel entre DMXL2 et FOXL2, nous avons recherché comment l’expression de DMXL2 évoluait 
dans les gonades XX PIS-/-. L’analyse des résultats obtenus par RNA-sequencing indique une 
tendance à la diminution de son expression entre des ovaires XX normaux et des gonades XX qui 
n’expriment pas FOXL2. Cette diminution n’est cependant pas significative d’après les tests 
DESeq/Benjamini-Hoechberg réalisés (Figure 49). L’étude que j’ai effectuée par RT-qPCR afin de 
confirmer les résultats de l’analyse transcriptomique globale, montre également une diminution de 
l’expression de DMXL2 dans les gonades XX PIS-/- (fold change F/IS : -1.6). L’analyse statistique fait 
apparaitre que cette diminution est à la limite de la significativité (p = 0.0686) (Figure 49). Dans 
l’ovaire de chèvre, avant la méiose, DMXL2 est exprimé dans plusieurs types cellulaires, les cellules 
de soutien et les cellules germinales (Figure 48). Ainsi, si FOXL2 régule son expression, il ne 
pourrait le faire que dans les cellules de soutien. Il est possible qu’une expression de DMXL2 
inchangée dans les cellules germinales à ce stade masque ou atténue la détection de la diminution 
de son expression dans les cellules de la granulosa. Ainsi, il est possible que FOXL2 régule 
l’expression de DMXL2 dans les cellules de la pré-granulosa au cours de la phase de morphogenèse 
ovarienne précoce chez la chèvre. 
 
 Chez la souris, les analyses réalisées par l’équipe de Christopher Ottolenghi montrent que 
l’expression de Dmxl2 est significativement diminuée dans les gonades XX Foxl2-/- (Garçia-Ortiz et 
al., 2009). Dans cette étude, les analyses transcriptomiques des gonades XX Foxl2-/- ont été 
réalisées à trois stades : 13.5 jpc, 16.5 jpc et J0. Malheureusement, le ou les stades auxquels Dmxl2 
est dérégulé ne sont pas précisés, les données des trois stades étant mélangées. Ce résultat montre 
néanmoins que l’expression de Dmxl2 est sensible à l’absence de Foxl2 également chez la souris. De 
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manière intéressante, lorsque les auteurs dressent la liste des gènes dérégulés communs aux trois 
stades, Dmxl2 n’y figure pas. Ainsi, sa sensibilité à FOXL2 semble dépendre du stade. Comme chez 
la souris l’expression de Dmxl2 augmente dans l’ovaire à partir de 16.5 jpc (Figure 4 de l’article 2), 
il est vraisemblable qu’elle dépende de FOXL2 à partir de ce stade.  
 
 Ainsi, l’ensemble de ces données montrent que DMXL2 pourrait être une cible de FOXL2 
dans les cellules de la pré-granulosa. Dans le paragraphe suivant, je discuterai également d’un lien 
possible entre DMXL2 et les œstrogènes aux vues des données publiées récemment. 
 
 C. DMXL2, une cible des œstrogènes fœtaux ? 
 
 Chez les bovidés, comme chez d’autres espèces de mammifères, l’ovaire produit des 
œstrogènes pendant la vie fœtale (Juengel et al., 2002 ; George et Wilson, 1978). Le laboratoire a 
démontré que FOXL2 régulait directement cette production en activant l’expression du gène CYP19 
chez la chèvre (Pannetier et al., 2006b). Par ailleurs, plusieurs études montrent que FOXL2 agit en 
partenariat avec les œstrogènes pour réguler l’expression de gènes cibles (Ulhenhaut et al., 2009 ; 
Georges et al., 2014). Si le rôle des œstrogènes au cours de la phase précoce de morphogenèse n’est 
pas connu, leur présence en plus de celle de FOXL2 pourrait expliquer pourquoi certains gènes, 
comme DMXL2, sont surexprimés avant la méiose chez la chèvre et pas chez la souris (où ces deux 
acteurs ne sont simultanément présents qu’après la naissance).  
 
Une étude récente a mis en lumière que DMXL2 pouvait être une cible des œstrogènes. 
DMXL2 est en effet retrouvé surexprimé dans des cellules de glandes mammaires tumorales 
résistantes aux traitements hormonaux où ESR1 est surexprimé (Faronato et al., 2015). Dans ces 
cellules, la voie Notch est par ailleurs super-activée ce qui serait la cause de la résistance aux 
traitements hormonaux (Bolos et al., 2013). Grâce à l’utilisation de siRNA dirigés contre DMXL2, les 
auteurs montrent que c’est la surexpression de DMXL2 qui est responsable de la super-activation 
de Notch, DMXL2 favorisant le clivage du domaine intracellulaire du récepteur et par conséquent 
sa localisation nucléaire (Faronato et al., 2015). Ainsi, en plus d’appuyer l’existence d’un lien entre 
DMXL2 et la voie de signalisation Notch, cette étude soulève l’hypothèse d’une régulation de 
DMXL2 par les œstrogènes (via ESR1 dans ce modèle).  
 
Cette découverte renforce donc l’hypothèse que l’expression de DMXL2 puisse être régulée 
par FOXL2 et les œstrogènes (eux-mêmes régulés par FOXL2) au cours de la morphogenèse 
précoce de l’ovaire caprin. Pendant cette période, ESR1 et ESR2 sont exprimés dans l’ovaire de 
chèvre (Annexe 1 - Pannetier et al., 2011). ESR2 marque un pic d’expression important avant la 
méiose puis lorsque débute la folliculogenèse. ESR1 marque également un pic d’expression avant la 
méiose mais augmente plus considérablement avec la folliculogenèse. Par immunohistochimie, la 
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protéine ESR2 est détectée dans le noyau de toutes les cellules de l’ovaire en différenciation. Ce 
patron d’expression suggère que les œstrogènes sont capables d’agir sur tous les types cellulaires 
de la gonade femelle, et notamment sur les cellules germinales. Ainsi, cette signalisation 
œstrogénique pourrait participer à réguler l’expression de DMXL2 au sein de ces cellules.  
 
 Afin d’évaluer ces hypothèses, j’ai étudié comment évoluait l’expression de Dmxl2 dans les 
résultats des transcriptomes des cellules folliculaires transfectées pour sous-exprimer Esr1, Esr2 
et/ou Foxl2 (Georges et al., 2014). Dans tous les cas, l’expression de Dmxl2 n’évolue pas de manière 
significative. Dans les cellules de la granulosa des follicules en croissance, l’expression de DMXL2 
étudiée par immunhistochimie chez la souris est plus faible que dans les petits follicules (Figure 4 
de l’article 2). Il est donc possible que l’effet d’une diminution d’Esr1, Esr2 et/ou Foxl2 sur 
l’expression de Dmxl2 qui est déjà faible dans ce type cellulaire, ne soit pas détectable sur des 
puces à ADN. Par ailleurs dans ces expériences, l’expression d’Esr1, Esr2 et/ou Foxl2 a été diminuée 
à l’aide de siRNA, mais il ne s’agit pas d’abolition comme dans le cas d’une invalidation. Ainsi, 
l’expression de ces gènes persiste dans les cellules folliculaires. Il est donc possible que la présence 
d’un certain seuil d’expression de ces gènes suffise à maintenir l’expression de Dmxl2.  
 
 Par ailleurs, l’expression de DMXL2 n’est pas non plus significativement modifiée dans les 
cellules KGN transfectées pour surexprimer FOXL2 (Batista et al., 2007). Les cellules KGN sont des 
cellules de la granulosa tumorales provenant d’une donneuse âgée de 69 ans. L’âge avancé de la 
patiente et le caractère tumoral des cellules font qu’elles sont physiologiquement éloignées des 
cellules de la granulosa d’ovaires cyclés. On ne peut donc pas présager de l’expression de DMXL2 
dans ces cellules. Il est possible que le locus DMXL2 soit transcriptionnellement verrouillé et qu’il 
ne soit pas accessible à une régulation par FOXL2.  
 
 Pour conclure, les modèles utilisés dans ces études ne paraissent pas appropriés pour 
l’étude d’un lien entre DMXL2, FOXL2 et les œstrogènes dans l’ovaire précoce. Si l’existence d’un 
lien entre FOXL2 et DMXL2 reste possible aux vues de résultats obtenus in vivo par des analyses 
transcriptomiques (Figure 49 ; Garcia-Ortiz et al., 2009), celle d’un lien entre DMXL2 et les 
œstrogènes est moins probable. En effet, si DMXL2 était réellement régulé par les œstrogènes 
fœtaux dans l’ovaire précoce (en combinaison ou non avec FOXL2), nous nous attendrions à une 
chute drastique de son expression dans les gonades XX PIS-/- où les expressions de FOXL2 et de 
CYP19 sont effondrées.  
 
 
Table 8 : Etude de la principale fonction des 44 gènes mis en évidence dans l’ovaire 
précoce caprin. La fonction des gènes a été déterminée grâce à la base de données Gene Atlas 
(http://www.genatlas.org/). Les gènes sont triés par ordre alphabétique. Leur nom figure dans la 
table S1 de l’article 2. 
Gène Fonction moléculaire (Gene Atlas)
ABCC4-like Transporteur de l'ATP
AHNAK Protéine chaperonne impliquée dans la transduction du signal
AKR1C Enzyme de détoxification des hydrocarbures aromatiques polycycliques
AOX1 Enzyme dégradant les ions superoxydes
ASAP3 Protéine régulant l'activité GTPase des protéines ARF
C11orf87 ND
CAMK1D Protéine kinase impliquée dans la transduction du signal
CHIC2 ND
CHRNA7 Protéine transmembranaire constituant les canaux de transport
CYP19A1 Enzyme de la stéroïdogenèse qui convertit les androgènes en oestrogènes
DAZL Protéine régulant la différenciation des cellules germinales
DLG2 Molécule de transport impliquée dans la transduction du signal
DMXL2 Protéine chaperonne impliquée dans la régulation de la voie Notch
ESR2 Récepteur β des oestrogènes
EXOC6B Protéine impliquée dans l'ancrage des vésicules à la membrane
FMO1 Enzyme impliquée dans la régulation du métabolisme oxydatif
FMO2 Enzyme impliquée dans la régulation du métabolisme oxydatif
FOXL2 Facteur de tanscription impliqué dans le développement ovarien
FST Protéine antagoniste de l'action des membres de la famille TGF-β
GDPD2 Enzyme (glycerophosphodiesterase)
IRF4 Facteur de transcription régulant le cycle cellulaire
KANK4 ND
KCNH1 Protéine constituant les canaux de transport au potassium
KRT27 Protéine consituant les filaments intermédiaires
LIMCH1 Protéine impliquée dans la formation des filaments d'actino-myosine
MYH11 Protéine de transport des filaments d'actine
NEFH Protéine constituant les filaments intermédiaires
NKD1 Modulateur négatif de la signalisation WNT
NRIP1 Modulateur de l'activité transcriptionnelle des oestrogènes
PHLDA1 Régulé par les oestrogènes, impliqué dans la prolifération et la survie
PPFIA2 Protéine phosphatase impliqué dans l'exocytose des vésicules
PTPRU Protéine phosphatase régulant la transduction du signal
RGS2 Régule l'activité des récepteurs couplés aux protéines G
RSPO2 Molécule de signalisation régulant la voie β-caténine 
SCN9A Protéine constituant les canaux de transport au sodium
SHISA3 ND
SIGLEC5-like Molécule impliquée dans l'adhérence entre cellules
SLC28A3 Protéine constituant les canaux de transport aux nucléosides
STMN2 Protéine de régulation des microtubules
STXBP5L Protéine à domaines WD40
TRPS1 Facteurs de transcription antagoniste de l'action des facteurs GATA
UNC5CL Protéine impliquée dans la transduction du signal
WNT6 Molécule de signalisation régulant la voie β-caténine 
XIST ARN non codant long impliqué dans l'inactivation du chr X
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II.  Analyse des 44 gènes mis en évidence dans l’ovaire en 
différenciation chez la chèvre 
 
Un des objectifs des études transcriptomiques réalisées, en plus de révéler les gènes 
potentiellement régulés par FOXL2, était de mettre en évidence des gènes impliqués dans la 
différenciation précoce de l’ovaire. Pour révéler de tels gènes, deux critères de sélection ont été 
appliqués aux résultats de séquençage, afin de mettre en évidence (i) des gènes exprimés dans 
l’ovaire et (ii) ayant une expression sexuellement dimorphique en sa faveur (S1 Table de l’article 
2). L’identité des « contigs » répondant à ces critères à été vérifié comme précédemment décrit 
dans l’article 1. Au final, 44 gènes ont été identifiés.  
Parmi eux, certains avaient déjà été décrits comme étant préférentiellement exprimés dans 
la gonade femelle, notamment au court de son développement fœtal chez la chèvre ou chez la 
souris (Table 8): FOXL2 (Pailhoux et al., 2001 ; Schmidt et al., 2004), CYP19 (Pannetier et al., 
2006), FST (Yao et al., 2004), ESR2 (Pannetier et al., 2011) ou RGS2 (Nef et al., 2005) .  
La présence de CYP19, ESR2 mais aussi NRIP (Nuclear receptor interacting protein 1) et 
PHLDA1 (Pleckstrin homology-like domain, family A, member 1) dans cette liste montre 
l’importance de la voie des œstrogènes dans l’ovaire précoce. NRIP est un modulateur de l’action 
des œstrogènes qui agit comme un corépresseur de leurs récepteurs (Cavaillès et al., 1995). 
L’invalidation de Nrip1 chez la souris conduit à une stérilité des femelles qui est due à leur 
incapacité à ovuler (White et al., 2000). Son invalidation induit donc un phénotype tardif chez la 
souris, qui montre son implication dans des processus de développement ovarien survenant après 
la naissance (et dans ce cas à partir de la puberté). A l’heure actuelle, aucune mutation de ce gène 
n’a été décrite dans l’espèce humaine. En parallèle, PHLDA1 a été décrit comme étant régulé par les 
œstrogènes dans les cellules cancéreuses de glandes mammaires (Kastrati et al., 2015). Il code 
pour une protéine impliquée dans la gestion du stress et la régulation de l’apoptose (Hossain et al., 
2003). Son expression dans l’ovaire n’a jamais été décrite auparavant, et il n’existe pas de mutation 
de ce gène dans l’espèce humaine.  
Comme NRIP, RGS2 serait impliqué dans le développement ovarien après la naissance chez 
la souris (Wu et al., 2008), mais aussi chez la ratte (Ujioka et al., 2000), la jument, la vache 
(Sayasith et al., 2014) et la femme (Wu et al., 2008). Chez ces différentes espèces, RGS2 est détecté 
dans les cellules de la granulosa des follicules pré-ovulatoires. Son expression est sensible à la LH 
ce qui l’impliquerait dans le mécanisme d’ovulation. Chez ces espèces, son expression dans l’ovaire 
fœtal n’a pas été étudiée, même si trois analyses transcriptomiques montrent qu’il est exprimé 
dans les cellules somatiques à cette période chez la souris (Nef et al., 2005 ; Rolland et al., 2011 ; 
Jameson et al., 2012). De manière intéressante, son expression est diminuée dans des ovaires suite 
à l’inhibition ou à l’absence de FOXL2 dans plusieurs études (Figure 43 ; Batista et al., 2007 ; 
Table 9 : Mise en évidence de groupes fonctionnels au sein des 44 gènes exprimés 
lors de la différenciation précoce de l’ovaire. Les 44 gènes mis en évidence dans l’article 2 
ont été soumis à une analyse DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) et classés en groupes fonctionnels 
par rapport à la nomenclature « GO » (Gene Ontology) : Processus Biologique (Biological Process), 
Compartiment cellulaire (Cellular Compartment) et Fonction Moléculaire (Molecular Function).  
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Georges et al., 2014 ; Elzaiat et al., 2014). Chez la souris, son invalidation provoque un phénotype 
d’hypertension mais le phénotype des gonades n’a pas été étudié (Tang et al., 2003 ; Heximer et al., 
2003). Il n’a pas été décrit de mutation de RGS2 dans l’espèce humaine.  
 
Afin d’obtenir plus d’informations sur les interactions possibles entre les 44 gènes mis en 
évidence dans l’ovaire précoce de chèvre, j’ai réalisé une analyse DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/). Cette analyse utilise les termes « Gene Ontology » auxquels les gènes 
sont associés pour rechercher des enrichissements et réaliser des regroupements fonctionnels. Les 
groupes fonctionnels de gènes sont ensuite classés en trois catégories : processus biologique, 
compartiment cellulaire et fonction moléculaire (Table 9). Ainsi, les processus biologiques 
enrichis comprennent le développement de la gonade femelle, la réponse au stress, ou encore la 
voie de signalisation WNT/β-caténine. 
 
Comme je le présentais dans l’introduction du manuscrit (Chap3_II-A), la voie RSPO1-
WNT4/β-caténine est importante pour la différenciation ovarienne. Chez la souris, l’invalidation de 
Rspo1 ou de Wnt4 conduit à une masculinisation partielle des gonades XX aux alentours de la 
naissance (Chassot et al., 2008 ; Tomizuka et al., 2008 ; Vainio et al., 1999) et chez l’Homme, des 
mutations homozygotes de ces gènes sont responsables d’inversions sexuelles de types hommes 
46, XX (Parma et al., 2006 ; Mandel et al., 2008). RSPO1 n’est pas présent dans la liste des 44 gènes 
car il est absent de la banque de transcrits de référence. Nous avons toutefois pu étudier par RT-
qPCR son expression, montrant que RSPO1 est exprimé de façon sexuellement dimorphique en 
faveur de l’ovaire dès 36 jpc chez la chèvre (Figure 4 de l’article 1 et Kocer et al., 2008). WNT4 
possède quant à lui un nombre trop faible de comptages sur le seul contig qui le représente dans la 
banque et un fold change (F/M) égal à 2 qui lui valent d’être éliminé par les critères de sélection 
mis en place. La voie de signalisation -caténine est néanmoins représentée par la présence de 
WNT6 et RSPO2 qui possèdent par ailleurs des fold change (F/M) importants (S1 Table de l’article 
2, et Table 8). Chez la souris, l’invalidation de Rspo2 est létale quelques heures après la naissance 
en raison de problèmes respiratoires (Nam et al., 2007 ; Bell et al., 2008). Si les auteurs n’ont pas 
étudié l’aspect des ovaires à la naissance, Nam et collègues notent que les femelles hétérozygotes 
pour Rspo2 développement une infertilité avec l’âge, 85% d’entres elles étant stériles à 5 mois 
(Nam et al., 2007). Dans l’ovaire pré-pubère de souris, Rspo2 est détecté dans l’ovocyte des 
follicules en croissance (à partir du stade follicule primaire) (Cheng et al., 2013). In vitro, RSPO2 
active la voie β-caténine dans des cellules folliculaires et stimule ainsi la croissance des follicules 
(Cheng et al., 2013). A ce jour, il n’y a cependant pas de donnée disponible quant à une expression 
ou un rôle de RSPO2 dans le développement fœtal de l’ovaire.  
En parallèle, WNT6 a été démontré comme étant important pour la prolifération des 
cellules déciduales de l’utérus au cours de l’implantation chez la souris (Wang et al., 2013). Chez 
Table 10 : Etude de la conservation de l’expression des 44 gènes exprimés lors de 
la différenciation précoce de l’ovaire caprin, chez la souris.  
Le profil d’expression des 44 gènes mis en évidence chez la chèvre à été étudié dans deux études 
transcriptomiques réalisées chez la souris (Nef et al., 2005, Rolland et al., 2011) afin d’évaluer leur 
conservation dans la phase précoce de morphogenèse ovarienne. Par ailleurs, leur localisation dans l’ovaire 
a été déterminée en fonction des résultats d’analyses transcriptomiques réalisées par Jameson et al., 2012. 
Seuls 21 des 44 gènes ont pu être comparés (en rouge), les autres étant mal identifiés sur les puces à ADN 
utilisées. Globalement, le résultat de la comparaison indique que peu de gènes sont en commun entre la 
chèvre et la souris dans cette phase précoce de morphogenèse ovarienne. NS : non significatif ; ND : non-
déterminé. 
Gene symbol
Elzaiat et al. , 2014                
36 jpc  caprin
Nef et al. , 2005                   
12.5 jpc  murin
Rolland et al. , 2011 
12 jpc  murin
Expression à 12.5 jpc  chez la souris 
Jameson et al. , 2012
CYP19A1 inf ND ND ND 
FOXL2 inf ND ND ND (stromales et soutien)
NEFH 182.6 ND NS germinales
FMO1 28.6 ND ND endothéliales
WNT6 22.4 ND ND ND 
RSPO2 19.4 ND ND ND 
STXBP5L 16.8 ND ND ND 
STMN2 16.7 NS ND endothéliales
XIST 16.2 691.4 > Femelles somatiques
DAZL 14.5 ND NS germinales
CAMK1D 13 ND ND ND 
CHRNA7 12.4 ND ND ND 
SHISA3 12.3 ND ND stromales
MYH11 12.1 2 ND stromales et soutien
EXOC6B 11.9 ND ND toutes les cellules
FMO2 11.7 ND ND ND 
C11orf87 10.9 ND ND ND 
RGS2 10.8 2.75 > Femelles somatiques
KRT27 10.5 ND ND ND 
PPFIA2 10.3 ND ND ND 
IRF4 9.9 ND ND ND 
KCNH1 9.4 2.16 > Mâles soutien (en faveur du testicule)
SLC28A3 8.7 ND ND ND 
PHLDA1 8.4 NS ND somatiques
TRPS1 7.9 NS ND somatiques
NRIP1 7.8 NS > Femelles toutes les cellules
ABCC4-like 7.5 ND NS ND 
NKD1 7.5 ND > Femelles stromales et soutien
PTPRU 7.4 ND ND ND 
AKR1C 6.9 NS > Femelles soutien
UNC5CL 6.7 ND ND ND 
CHIC2 6.5 ND ND toutes les cellules
AHNAK 6.1 ND ND somatiques
SCN9A 6.1 ND ND ND 
DMXL2 6 NS ND toutes les cellules/germinales ++
DLG2 5.9 ND ND ND 
LIMCH1 5.6 ND ND endothéliales
KANK4 5.5 ND ND stromale (en faveur du testicule)
GDPD2 5.4 ND > Femelles stromales et soutien
SIGLEC5-like 5.4 NS ND toutes les cellules
ESR2 5.3 ND NS ND 
AOX1 5.1 ND > Mâles ND 
ASAP3 5 NS ND ND 
FST 5 80.6 > Femelles stromales et soutien
Fold change : F/M
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l’Homme, des mutations faux-sens de ce gène aurait été identifiées chez des femmes ayant subi des 
fausses-couches à répétions (Zhang et al., 2015). L’expression de WNT6 n’a cependant encore 
jamais été décrite dans l’ovaire. En plus de RSPO2 et WNT6, deux autres gènes de la liste sont 
impliqués dans la régulation de la voie WNT/β-caténine. Il s’agit de NKD1 (Naked cuticle homolog 
1) qui code pour un antagoniste de la voie WNT (Van Raay et al., 2011) et de PTPRU (Protein 
tyrosine phosphatase, receptor type, U), un membre d’une famille de phosphatases agissant sur la β-
caténine (Yan et al., 2006). Ainsi, en plus de RSPO1 et WNT4, d’autres facteurs de la voie β-caténine 
tels que RSPO2 et WNT6 sont exprimés dans la gonade femelle dès sa différenciation. Ces 
observations mettent en évidence l’importance de la voie β-caténine dans l’ovaire chez la chèvre.  
 
Dans un dernier temps, j’ai recherché si l’expression des 44 gènes mis en évidence dans 
l’ovaire précoce de chèvre était conservée chez la souris à un stade équivalent. Pour cela, j’ai 
regardé si ces gènes présentaient également une expression sexuellement dimorphique en faveur 
de l’ovaire murin à 12-12.5 jpc, en comparant mes données avec celles de deux autres études 
(Table 10). Dans la première étude, Nef et collaborateurs publient en effet les transcriptomes des 
cellules XX et XY exprimant SF1 à 5 stades du développement embryonnaire : 10.5, 11, 11.5, 12.5 et 
13.5 jpc (Nef et al., 2005). Dans la seconde étude, les auteurs réalisent les transcriptomes d’ovaires 
et testicules entiers à 12, 14 et 16 jpc (Rolland et al., 2011). D’une façon générale, il apparait que la 
plupart des 44 gènes mis en évidence dans l’ovaire précoce de chèvre n’ont pas trouvé de 
correspondance sur les puces à ADN utilisées par les auteurs, certainement en raison d’une 
mauvaise annotation des sondes. Néanmoins, j’ai pu faire cette comparaison pour 21 des 44 gènes 
(Table 10). Le résultat montre que peu de gènes exprimés en faveur de l’ovaire caprin pendant la 
phase de morphogenèse précoce sont conservés chez la souris : 9 des 21 gènes sont communs à 
notre étude et à l’une des deux autres, dont 3 qui sont communs aux trois études (XIST, RGS2 et 
FST). Ainsi, il apparait que la plupart des gènes mis en évidence dans l’ovaire précoce de chèvre 
n’avaient jamais été décrits dans l’ovaire murin à un stade équivalent. 
 
 Les 44 gènes présentés ont été sélectionnés à partir de critères assez stringents, puisque 
nous avons retenu ceux qui présentaient le plus fort dimorphisme d’expression entre l’ovaire et le 
testicule (F/M ≥ 5). Le fait que peu de ces gènes soient conservés chez la souris souligne la 
divergence de ces deux modèles face aux mécanismes génétiques régissant la phase précoce de 
morphogenèse ovarienne. Ces résultats soulèvent également la question de la pertinence des 
modèles animaux utilisés pour décortiquer les processus biologiques applicables à l’Homme. 
  
CONCLUSION GENERALE 
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Conclusion générale 
 
 Chez les mammifères, la majorité des connaissances que l’on a aujourd’hui sur les 
mécanismes impliqués dans la différenciation gonadique, ont été établis soit à partir de 
l’observation de pathologies chez l’Homme (DSD, IOP…etc.), soit à partir de modèles animaux 
majoritairement représentés par les rongeurs. La possibilité de réaliser « facilement » des 
expériences d’invalidation ou de surexpression de gènes chez la souris en fait un modèle de 
prédilection, presque incontournable pour la plupart des laboratoires à travers le monde. Ces 
expériences fonctionnelles sont indispensables puisqu’elles permettent d’étudier le rôle d’un gène 
dans un processus biologique d’intérêt en se plaçant dans des conditions physiologiques, c’est-à-
dire en prenant en compte l’animal dans sa globalité. Le développement de modèles ex-vivo, de 
systèmes cellulaires ou de la modélisation des phénomènes biologiques, ne peuvent pas remplacer 
ces analyses in vivo. Ainsi, en génétique, le modèle murin est LE modèle de référence. Il est 
considéré par une grande majorité de scientifiques comme étant représentatif de l’ensemble des 
mammifères, et notamment de l’espèce humaine.  
 Or, comme j’en présentais plusieurs exemples dans mon manuscrit, il existe des cas où les 
phénotypes des mutations induites chez la souris sont différents des phénotypes observés dans 
l’espèce humaine. C’est le cas par exemple pour DMRT1. L’invalidation totale de Dmrt1 chez la 
souris XY perturbe la différenciation post-natale du testicule. Les cellules de Sertoli présentent un 
défaut de maturation, elles ne parviennent pas à soutenir le développement de la lignée germinale 
qui finit par dégénérer (Raymond et al., 2000). Chez l’Homme, une mutation ponctuelle à l’état 
hétérozygote de DMRT1 suffit à provoquer une inversion sexuelle de type femme XY (Murphy et al., 
2015). Les gonades XY sont présentent mais sous la forme de bandelettes fibreuses, il n’y a pas de 
tissu testiculaire. Ces deux exemples montrent bien que les mécanismes génétiques qui régissent la 
différenciation gonadique précoce ne sont pas conservés entre l’Homme et la souris.  
  
 A l’inverse, les résultats obtenus chez la Chèvre et notamment au cours de ma thèse, qui 
suggéraient que DMRT1 agisse en amont de SOX9 dans la cascade génétique mâle (Article 1), sont 
très plausibles aux vues des phénotypes décrits chez l’Homme (Murphy et al., 2015 ; Hyon et al., 
2015 ; Benko et al., 2011). Il apparait donc que le modèle de la détermination du sexe chez la 
chèvre (Figure 47) présenté comme « alternatif », ne soit en réalité, pas si loin de refléter la 
biologie humaine.  
 Par ailleurs, les résultats obtenus durant ma thèse (complémentaires à l’Article 2) 
suggèrent que de grandes divergences génétiques existent, en ce qui concerne la phase précoce de 
morphogenèse ovarienne, entre les espèces à méiose dite « immédiate » (comme la souris, le rat) et 
Page | 141  
 
les espèces à méiose « retardée » (Homme, Vache, Chèvre, Lapin…etc) (Byskov, 1979). En effet, 
parmi les gènes mis en évidence chez la chèvre comme étant préférentiellement et fortement 
exprimés dans l’ovaire fœtal par rapport au testicule, très peu sont conservés chez la souris (Table 
10). Chez la chèvre, la période entre le début de différenciation de l’ovaire (36 jpc) et l’entrée en 
méiose des cellules germinales (55 jpc) dure 3 semaines. Au cours de cette période, l’ovaire adopte 
une structure particulière : les cellules germinales se concentrent au cortex où se forment les nids 
ovigères tandis que la medulla est constituée principalement de cellules somatiques dont certaines 
sont stéroïdogènes. Chez la souris le début de l’entrée en méiose des cellules germinales (13.5 jpc) 
coïncide presque avec le début de la différenciation de l’ovaire (12.5 jpc). Cette phase précoce de 
différenciation ovarienne est donc réduite à une journée, et il ne s’y produit aucun événement 
structurant, ni aucun stéroïde. Il est donc vraisemblable de penser que les divergences génétiques 
observées sont en liens avec ces événements morphologiques qui sont différents entre ces espèces. 
Dans l’espèce humaine, la période entre le début de différenciation de l’ovaire (6-7 sem) et l’entrée 
en méiose des cellules germinales (10-14 sem) dure plusieurs semaines. Au cours de cette période, 
l’ovaire humain comme celui des bovidés, adopte une structure en cortex/medulla (Anderson et al., 
2007). On peut alors se demander si les gènes mis en évidence dans l’ovaire précoce de chèvre sont 
exprimés au même stade dans l’espèce humaine, et quel y est leur rôle. Ces gènes peuvent par 
ailleurs constituer des candidats pour expliquer des pathologies d’anomalies du développement du 
sexe chez l’Homme. Des mutations/variations au niveau de ces gènes pourraient être recherchées 
chez ces patients dans le cas où la cause de l’anomalie est idiopathique. 
 
 Pour répondre à la question du rôle de ces gènes, des expériences ex vivo peuvent être 
envisagées. L’utilisation de la technique d’interférence ARN pourrait permettre d’induire une sous-
expression de ces gènes. Des ovaires caprins au début de leur différenciation pourraient ainsi être 
mis en culture en présence de morpholinos. Les morpholinos sont des oligonucléotides capables de 
bloquer la traduction des protéines en interagissant de manière complémentaire avec un ARN 
d’intérêt. Il existe maintenant des techniques qui permettent une diffusion homogène de ces 
oligonucléotides dans un explant tissulaire en culture (Nikopoulos et al., 2008). Ainsi, ces 
expériences couplées à des analyses histologiques et transcriptomiques, permettraient (i) de 
visualiser des anomalies dans le développement de structures ovariennes, et (ii) d’appréhender les 
gènes et les voies de signalisation sensibles au gène d’intérêt. Par ailleurs, depuis quelques années, 
des invalidations de gènes se développent chez d’autres espèces que la souris, grâce à l’utilisation 
d’endonucléases artificielles (Méganucléase, ZFN, TALEN (Transcription activator-like effector 
nucleases)) construites pour cibler un gène d’intérêt. Lorsque j’ai commencé ma thèse en 2011, ces 
technologies étaient peu utilisées, très coûteuses, et peu fiables, dans le sens où le ciblage pouvait 
ne pas être efficace et/ou spécifique. Le laboratoire a cependant réussi à réaliser l’invalidation de 
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FOXL2 chez la chèvre grâce à l’utilisation de ZFN (Boulanger et al., 2014). Aujourd’hui, une nouvelle 
technologie est arrivée sur le marché et elle semble très efficace : le système CRISPR/Cas9 
(Clustered Regularly Interspersed Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) est 
emprunté au système immunitaire adaptatif des bactéries (Zhang et al., 2014). Dans ce système, 
Cas9 est une endonucléase associée à un ARN guide produit à façon pour permettre le clivage 
spécifique du gène d’intérêt. Depuis, les invalidations de gènes se multiplient dans plusieurs 
espèces de mammifères comme la chèvre (Ni et al., 2014), le mouton (Crispo et al., 2015), le porc 
(Wang et al., 2015), le lapin (Honda et al., 2015) et même certains primates (Chen et al., 2015). Le 
système CRISPR/Cas9 pourrait donc être utilisé chez la chèvre afin d’invalider les gènes mis en 
évidence dans l’ovaire précoce et d’y étudier leur rôle.  
 
Jusqu’à maintenant, les chercheurs utilisaient principalement le modèle murin afin de 
confirmer chez un mammifère qu’une mutation repérée chez l’Homme était bien responsable du 
phénotype observé. Or il est possible que le phénotype obtenu chez la souris soit moindre, voire 
différent de celui observé dans l’espèce humaine. Dans le cas de notre étude par exemple, invalider 
Dmxl2 chez la souris ne nous a pas permis d’appréhender son rôle dans la morphogenèse 
ovarienne précoce (même s’il nous a permis de mettre en évidence un rôle de ce facteur dans la 
fertilité femelle). Les études fonctionnelles chez d’autres espèces (de mammifères) que la souris 
sont donc maintenant envisageables. De mon point de vue, les divergences qui existent entre la 
chèvre et la souris pour les mécanismes de la différenciation gonadique souligne l’importance de 
s’ouvrir à une pluralité des modèles lorsqu’on veut élucider les mécanismes biologiques, 
notamment quand ces mécanismes veulent être extrapolés à l’Homme. 
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Annexe 3 
 
 
Protocole de ChIP 
 
 
 
  
Protocole de ChIP 
 
JOUR 1 
 
- Matériel de départ = .......... mg de poudre d’ovaire 
 NB : dans la littérature : 30 mg de tissu/IP 
 
- Double fixation (X-link) 
 
 - équilibrer le DTBP à température ambiante 30 min avant de l’utiliser 
- peser 15.5 mg de DTBP 
- les diluer dans 10 mL de PBS 1X → concentration finale 5 mM 
 
- verser les 10 mL de PBS 1X-DTBP 5mM sur la poudre 
- homogénéiser par retournements (et/ou vortex doux) et incuber sur glace 30 min (tube horizontal) 
 - rincer 2X avec 10 mL de PBS 1X ; centrifuger 5 min à 2 500 rpm à 4°C 
 
 - ajouter 10 mL de PBS 1X-formaldéhyde 1% (270 µL de formaldéhyde 37% dans 10 mL de PBS 1X à RT) 
 - incuber 10 min sur roue à RT 
 - stopper la fixation avec 1.2 mL de Glycine 1.25 M 
 - incuber 5 min sur roue à RT 
 
 - laver 2X avec 10 mL de PBS froid. Centrifuger 5 min à 2 500 rpm à 4°C et éliminer le surnageant 
 
- Lyse des cellules et préparation des noyaux 
 
Resuspension du culot dans 10 ml de tampon hypotonique et incubation 15 min sur glace. 
 
  pour 10 mL  
Hepes 200 mM pH 7.9 20 mM 1000 µL  
KCl 100 mM 10 mM 1000 µL  
EDTA 0.5 M pH 8 1 mM 20 µL  
Glycérol 100 % 10 % 1000 µL  
Protease Inhibitor  1X 1 tab  
H2O   6850 µL  
PMSF 100 mM 0.5 mM 50 µL  
DTT 100 mM 0.5 mM 50 µL  
Benzamidine 1M 2 mM 20 µL  
Orthovanadate de sodium 100 mM 0.1 mM 10 µL  
 
Utilisation du dounce B pour casser les cellules par 30 attaques (sur glace). 
 
Aliquoter le lysat dans des tubes 1.5 mL. Centrifuger à 14 000 rpm à 4°C pendant 3 min pour collecter les noyaux. 
 
Reprendre les noyaux dans 10 mL de tampon Lysis Buffer 1. 
  pour 10 mL  
Tris HCl 1 M pH 8 10 mM 100 µL  
NaCl 5 M 200 mM 400 µL  
EDTA 0.5 M pH 8 1 mM 20 µL  
EGTA 50 mM 0.5 mM 100 µL  
Protease Inhibitor 1X 1 tab  
H2O   9250 µL  
PMSF 100 mM 0.5 mM 50 µL  
DTT 100 mM 0.5 mM 50 µL  
Benzamidine 1M 2 mM 20 µL  
Orthovanadate de sodium 100 mM 0.1 mM 10 µL  
 
Incuber 10 min dans la glace avec vortex toutes les 2 min. 
 
Récupérer les noyaux par une centrifugation de 5 min à 1 000 rpm à 4°C. 
 
Préparer 5 mL de tampon Lysis Buffer 2. 
  pour 5 mL  
SDS 20 % 1 % 250 µL  
Tris HCl 1 M pH 8 50 mM 250 µL  
EDTA 0.5 M pH 8 10 mM 100 µL  
Protease Inhibitor 7X 1X 750 µL  
H2O   3650 µL  
 
 
Laver le culot 2X  par centrifugation à 1 000 rpm, 5 min, 4°C, avec 500 µL de lysis buffer. 
Resuspendre le culot de noyaux dans 1 mL de lysis buffer final, et transférer dans un tube Covaris. 
 
- Sonication (COVARIS - S220) 
 
Duty Cycle : 20% - Intensity : 8 - Cycles per burst : 200 - Bath temperature : 5°C -Duration : 30 min 
 
Centrifuger  à 14 000 rpm à 4°C pendant 5 min. Récupérer le surnageant +++ et mesurer son volume ; Vol = ......... µL 
 
- Réversion du X-link : qualité de la chromatine ? 
 
 - prélever un aliquot de 20 µL 
 - ajouter 30 µL d’H2O pour obtenir un volume final de 50 µL 
 - ajouter 2 µL de NaCl 5M et 0.5 µL de Proteinase K et incuber 30 min à 100°C 
 
 - Ajout de 450 µL d’ H2O et incubation sur glace quelques sec. 
 - Transfert dans un tube Phase Lock Gel (2mL) et ajout d’1V (500 µL) de Phénol-Chloro-isoamyl. 
 - Mélange par retournements (pendant 1min). Centrifuger à 14 000 rpm pendant 5 min.  
- Récupération de la phase aqueuse. Ajout de 25 µL de NaCl 5M, 500 µL d’isopropanol et 1 µL de glycogène. 
 Précipitation 1h à -80°C. 
 
- Centri 20 min à Vmax à 4°C. Eliminer le surnageant et laisser sécher capuchon ouvert. 
- Reprendre dans 12 µL d’H2O. 
 10 µL pour migration sur gel  
1 µL pour dosage nanodrop 
 
JOUR 2 
 
- Préparation des billes couplées aux anticorps 
 
 
Préparation de 50 mL de PBS 1X/BSA 0.5% (250 mg de poudre de BSA pour 50 mL de PBS 1X) 
 
4 conditions 
α-H3K9ac (MILLIPORE – Cat. #06-942 ; Lot #2193154) 5 µg 
α-RNA Pol II (DIAGENODE – Cat. #C152000007 ; Lot #001-11) 2 µg 
α-FOXL2 (N-term) 5 µg 
α-FOXL2 (C-term) 5 µg 
α-IgG de poulet (SIGMA - Cat. #C2288 ) 2 µg 
 
 
= 5 tubes avec 50 µL de Dynabeads pour coupler avec l’Ac + 5 tubes avec 25 µL de Dynabeads pour le pré-clearing 
 
Rinçages X3 avec 1 mL de PBS 1X/BSA 0.5%, avec rotation sur roue ~2 min entre chaque. 
 
Resuspension des billes dans 1 mL de PBS 1X/BSA 0.5%. 
 - ajout de l’anticorps dans les tubes réservés 
 
Rotation sur roue à 4°C, sur la nuit. 
 
JOUR 3 
 
- Clearing de la chromatine 
 
 
Préparation de 20 mL de ChIP Buffer  
  pour 20 mL 
Triton X-100 1.1% 220 µL 
EDTA 0.5 M pH 8 2 mM 80 µL 
Tris HCl 1 M pH 8 20 mM 400 µL 
NaCl 5 M 150 mM 600 µL 
Protease Inhibitor 1X 2 tabs 
H2O   18 700 µL 
 
Rinçages X2 des tubes réservés pour le clearing avec 1 mL de PBS ChIP Buffer, avec rotation sur roue entre chaque 
(2’) 
 
50 µg de chromatine par point d’IP 
 diluée dans le ChIP Buffer 
 
Distribution de la chromatine dans les tubes 1.5 mL « clearing ».  
Rotation sur roue à 4°C pendant 4 h. 
 
- Lavage des billes couplées aux anticorps 
 
Rinçages X3 avec 1 mL de PBS froid, avec rotation sur roue 5 min entre chaque. 
 
- Immuno-précipitation 
 
Pool des différentes fractions de chromatine (homogénéisation du clearing) 
Distribution d’1 mL de chromatine clearée dans les tubes contenant les billes couplées aux anticorps. 
 le reste = l’Input (~200 µL) 
 
Rotation sur roue à 4 °C sur la nuit. 
 
JOUR 4 
 
- Lavages et élution 
 
Préparation des solutions suivantes ; 
 
WASH BUFFER I 
  pour 20 mL 
SDS 20% 0.1% 100 µL 
Triton X100 1% 200 µL 
EDTA 0.5 M pH 8 2 mM 80 µL 
Tris HCl 1M pH 8 20 mM 400 µL 
NaCl 5M 150 mM 600 µL 
Protease Inhibitor coktail tabs 1X 2 tabs 
H2O   18 620 µL 
 
WASH BUFFER II 
  pour 20 mL 
SDS 20% 0.1% 100 µL 
Triton X100 1% 200 µL 
EDTA 0.5 M pH 8 2 mM 80 µL 
Tris HCl 1M pH 8 20 mM 400 µL 
NaCl 5M 150 mM 2 000 µL 
Protease Inhibitor coktail tabs 1X 2 tabs 
H2O   17 220 µL 
 
WASH BUFFER III 
  pour 15 mL 
Tris HCl 1M pH 8 10 mM 150 µL 
EDTA 0.5 M pH 8 1 mM 30 µL 
LiCl 2M 250 mM 1 875 µL 
IGEPAL 10% 1%  1 500 µL 
NaHCO3 (salt) ... 150 mg 
Protease Inhibitor coktail tabs 1X 1 tab +750 µL 7X 
H2O   10 695 µL 
ELUTION BUFFER 
  pour 6 mL 
SDS 20% 1% 300 µL 
NAHCO3 1M 100 mM 600 µL 
H2O   5 100 µL 
 
 
Lavages des billes X3 (5min) avec 1 mL de WASH BUFFER I en utilisant la barre aimantée  
Lavages des billes X3 (5min) avec 1 mL de WASH BUFFER II en utilisant la barre aimantée 
Lavage des billes X1 (5min) avec 1 mL de WASH BUFFER III en utilisant la barre aimantée 
 
Ajout de 400 µL d’ELUTION BUFFER par tube et incubation 1h à 50°C (four) sous agitation (180 rpm). 
 L’Input est traité comme les points d’IP : 100 µL Input + 5 µL de SDS 20% (Cf = 1%). 
 
Récupération du surnageant = fraction BOUND +++ 
 
 
- Réversion du X-link 
 
Ajout de 1V d’H20 (400µL) pour faire tomber la concentration en SDS à 0.5% 
 - pour l’Input, ajout de 700 µL pour Vf = 800 µL comme les points d’IP. 
 
Puis dans chaque tube, ajout de 
 26 µL d’EDTA 0.5M pH 8 (Cf = 10 mM) 
 32 µL de NaCl 5M (Cf = 200 mM) 
 4 µL de Protéinase K (20 mg/mL) 
 
Mise au bain-marie 65°C pendant 3 heures puis faire bouillir 30 min. 
 Extraction phénol/chloro-isoamyl (1V) : 800 µL  
 Précipitation avec 40 µL de NaCl 5M, 800µL d’isopropanol FROID, 1 µL de glycogène. 
 Incubation sur la nuit à -20°C 
 
Le lendemain : 
 
Centrifuger 20 min, à Vmax, à 4°C. Eliminer le surnageant.  
Lavage dans 500 µL d’EtOH 70%. 
Centrifuger 20 min, à Vmax, à 4°C 
 
Laisser sécher le culot capuchon ouvert.      
Reprendre dans 25 µL d’ H20. 
 
 
 
Echantillons utilisés purs en PCR (1 µL par puit), ou dilués (1:10) en qPCR. 
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Titre : Cibles et voies de signalisation régulées par FOXL2 au cours de la morphogenèse 
ovarienne précoce. 
Mots clés : FOXL2, inversion sexuelle, DMRT1, détermination sexuelle, DMXL2, différenciation 
ovarienne 
Résumé : FOXL2 est un facteur de transcription crucial pour la fonction ovarienne. Dans l’espèce 
humaine, des mutations hétérozygotes de ce gène sont responsables de la survenue d’un syndrome 
associant des malformations des paupières à une insuffisance ovarienne prématurée. De même chez 
la souris, l’invalidation totale de Foxl2 conduit à un blocage de la folliculogenèse et donc à une 
infertilité femelle. Chez la chèvre, la mutation Polled Intersex Syndrome (PIS) engendre le silence 
transcriptionnel de FOXL2 dans les gonades XX PIS-/- ce qui conduit à une inversion sexuelle et à 
la différenciation de testicules à la place d’ovaires chez les animaux génétiquement femelles 
homozygotes pour la mutation (inversion sexuelle de type mâle XX). FOXL2 est donc déterminant 
pour la différenciation ovarienne très précocement au cours du développement dans l’espèce 
caprine, alors qu’il ne semble impliqué que plus tardivement dans l’établissement de la fertilité 
chez la souris et la femme. Afin de comprendre ces différences entre espèces, nous avons recherché 
quels étaient les gènes et les voies de signalisation régulés par FOXL2 dans l’ovaire de chèvre au 
début de sa différenciation. Grâce à un séquençage à haut-débit des transcrits présents dans trois 
types de gonades caprines (testicules XY, ovaires XX et gonades XX PIS-/- (qui n’expriment pas 
FOXL2)) au début de leur différenciation, nous avons pu (i) mieux caractériser le rôle de FOXL2 
dans l’ovaire caprin et montrer qu’il y agit avant tout comme un facteur anti-testiculaire, et (ii) 
mettre en évidence de nouveaux gènes pro-ovariens comme DMXL2 et étudier son rôle putatif dans 
la fonction ovarienne grâce à des expériences fonctionnelles chez la souris. 
 
 
 
Title : Target genes and signaling pathways regulated by FOXL2 during early ovarian 
differentiation. 
Keywords : FOXL2, XX sex-reversal, DMRT1, sex determination, DMXL2, ovarian differentiation 
Abstract : FOXL2 is a transcription factor which is crucial for the ovary. In humans, heterozygous 
mutations are responsible for the BPES syndrome characterized by eyelid anomalies and premature 
ovarian failure. Similarly in mice, Foxl2 invalidation leads to complete folliculogenesis disruption 
and female infertility. In the goat, the Polled Intersex Syndrome mutation is responsible for the 
transcriptional silencing of FOXL2 in XX PIS-/- gonads that leads to female-to-male sex reversal 
and the differentiation of testes instead of ovaries in genetically female animals homozygous for 
the mutation. Thus, FOXL2 is determining for ovarian differentiation early during development in 
goats, whereas it is involved in fertility tardily in mice and women. In order to understand these 
species-specific differences, we searched for the genes and pathways regulated by FOXL2 in early 
goat ovaries. Thanks to RNA-sequencing of goat XY testes, XX ovaries and XX PIS-/- gonads 
(lacking FOXL2) at the beginning of their differentiation, we were able to (i) better characterize the 
role of FOXL2 in goat ovaries and show that it acts mainly as an anti-testis factor, and (ii) highlight 
new pro-ovarian genes like DMXL2, and study its putative role during ovarian development using 
functional experiments in the mouse. 
 
 
 
